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Resumen

RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa géstrica,
produciendo una de las infecciones mas frecuentes en la poblacion, con una
prevalencia global del 50%, que alcanza el 70-80% en Colombia. El objetivo de este
estudio fue determinar la presencia, viabilidad y virulencia de H. pylori en aguas
crudas y potables de tres plantas potabilizadoras de la ciudad de Bogota. Para ello,
se evaluaron 310 muestras (155 de cada matriz) mediante las técnicas de cultivo,
PCR convencional y FISH. También se evaluaron indicadores de contaminacion fecal

y parametros fisicoquimicos.

Se demostré la presencia de células cultivables de H. pylori en 56 de las 310
muestras de las tres plantas de potabilizacion (11-24%). También se detectd ADN de
H. pylori en las 3 plantas por PCR convencional y gPCR (15-27% de las muestras de
agua cruda y 24-31% de agua potable). Por gPCR fue posible cuantificar H. pylori en
13 (8.4%) muestras de agua cruda y en 20 (12.9%) de agua potable. El genotipo de

H. pylori mas prevalente en el agua fue vacA m1/s1.

No se encontr6 relacion entre los indicadores de contaminacion fecal y la
presencia de H. pylori en el agua cruda ni potable. Tampoco se encontré relacién
entre el pH, la conductividad, la turbidez y el cloro residual de las muestras y la

presencia y/o ausencia de H. pylori.

Los resultados de este estudio demuestran que células viables de H. pylori
estan presentes tanto en el agua de entrada como en la de salida de las plantas
potabilizadoras analizadas, pudiendo ser estas un vehiculo de transmision del
patégeno. Sin embargo, para evauluar el riesgo real al que esta expuesto el
consumidor, deben realizarse otros estudios que evallen el potencial infeccioso de

estas células.

Palabras clave: Helicobacter pylori, agua potable, agua cruda, PCR, FISH,

gPCR, indicadores de contaminacion fecal.



Abstract

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a bacteria able to colonize the gastric mucosa, producing
one of the most common infections in the population, with a global prevalence of 50%
which reaches 70%-80% in Colombia. The objective of the present study was to
determinate the presence, viability and virulence of H. pylori in raw and drinking waters
of three water treatment plants in the city of Bogota. For this purpose, 310 water
samples (155 of each type of water) were evaluated by culture, conventional PCR and
FISH techniques. Fecal indicators and physic-chemical parameters were also

evaluated.

The presence of cultivable H. pylori cells was demonstrated in 56 out of the
310 samples coming from the three water treatment plants (11-24%). H. pylori DNA
was also detected by conventional PCR and g PCR (15-27% of raw water and 24-31%
of drinking water samples); by qPCR it was possible to quantify H. pylori in 13 (8.4%)
samples of raw water and in 20 (12.9%) of drinking water. The H. pylori vacA m1/sl

genotype was the most prevalent among the analyzed water samples.

Regarding the fecal indicators and the presence of H. pylori, no relation was
found in either raw or drinking water. No association was found between pH, the
conductivity, turbidity and residual chlorine of the samples and the presence and/or

absence of H. pylori.

Results obtained in this research demonstrate that viable H. pylori cells are
present both in raw and drinking water of the analyzed water treatment plants being
those able to be vehicle of transmission of the pathogen. However, in order to assess
the real risk to which the consumer is exposed, other studies should be carried out to

evaluate the potential infectious of these cells.

Keywords: Helicobacter pylori, raw water, drinking water, PCR, FISH, qPCR,
fecal indicators.



Resum

RESUM

Helicobacter pylori es una bactéria capa¢ de colonitzar la mucosa gastrica,
produint una de les infeccions més frequents en la poblacié, amb una prevalenca
global del 50%, i del 70-80% a Coldombia. L'objectiu d’este estudi va ser determinar la
presencia, viabilitat i viruléncia de H. pylori en aigles crues i potables de tres plantes
potabilitzadores de la ciutat de Bogota. Per a aquest proposit, es van avaluar 310
mostres (155 de cada matriu) per mitja de les técniques de cultiu, PCR convencional
i FISH. També es van avaluar indicadors de contaminacié fecal i parametres

fisicoquimics.

Es va demostrar la preséncia de cél-lules cultivables de H. pylori en 56 de les
310 mostres de les tres plantes potabilitzadores (11-24%). També es va detectar ADN
de H. pylori a les 3 plantes per PCR convencioanl i gPCR (15-27% de les mostres
d'aigua crua i 24-31% d'aigua potable). Per gPCR va ser possible quantificar H. pylori
en 13 (8.4%) mostres d'aigua crua i en 20 (12.9%) d'aigua potable. El genotip de H.

pylori més prevalent en l'aigua va ser el vacA ml/s1.

No es va trobar relacié entre els indicadors de contaminacio6 fecal i la preséncia
de H. pylori ni a l'aigua crua ni a la potable. Tampoc es va trobar relacio entre el pH,
la conductivitat, la terbolesa i el clor residual de les mostres i la preséncia i/o absencia

de H. pylori.

Els resultats d’aquest estudi demostren que hi ha cel-lules viables de H. pylori
tant en l'aigua d'entrada com en la d'eixida de les plantes potabilitzadores analitzades,
i podent ser aquestes un vehicle de transmissié del patogen. Malgrat aixo, per a
avaluar el risc real a que s’exposa el consumidor, han de realitzar-se altres estudis

que avaluen el potencial infecciés d’aquestes cél-lules.

Paraules clau: Helicobacter pylori, aigua potable, aigua crua, PCR, FISH,

gPCR, indicadors de contaminacié fecal.
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El agua para consumo humano debe cumplir con parametros microbiol6gicos y
fisico-quimicos para que pueda ser considerada potable. En Colombia, de acuerdo
con la resolucién 2115 de 2007, el agua para consumo humano no debe contener
microorganismos de origen fecal como coliformes totales, Escherichia coli (E. coli),
heterétrofos, (00) quistes de Cryptosporidium sp., y Giardia sp. (Ministerio de
Proteccién Social, 2007). Sin embargo, estudios recientes (Rodrigues y Cunh, 2017;
Santiago et al., 2015; Zhang et al., 2012) demuestran que la determinacion de E. coli
no es suficiente para demostrar la ausencia de patégenos en el agua. Es por ello que
la Agencia para la Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Environmental
Protection Agency - USEPA) incluy6 desde 2015 un nuevo listado de microrganismos
patdégenos, que pueden resistir los procesos de tratamiento convencional y ser
transmitidos a través del agua a los humanos. Uno de estos microorganismos es
Helicobacter pylori (H. pylori) una bacteria patégena, capaz de colonizar la mucosa
gastrica humana produciendo una de las infecciones més frecuentes en la poblacién
mundial con una prevalencia del 50% a nivel global y 77 - 80% en Colombia. La
infeccién por esta bacteria se ha asociado con el desarrollo de gastritis crénica,
Ulceras pépticas, gastritis atréfica, linfoma géastrico intestinal tipo MALT vy
adenocarcinoma gastrico; motivo por el cual H. pylori fue incluido en 1994 por la
Agencia Internacional para la investigacién del Cancer - OMS (IARC, por sus siglas

en inglés) como un carcindgeno tipo .

El mecanismo exacto de transmision de H. pylori se desconoce. Como se
menciond anteriormente, la bacteria coloniza e infecta la mucosa géstrica. Cuando
las células de la mucosa gastrica se desprenden arrastran la bacteria al intestino para
ser eliminada en las heces; a su vez, estas llegan a diferentes matrices ambientales,
entre ellas el agua utilizada para riego agricola y para potabilizar, sugiriendo a ésta
como un vehiculo probable de transmision de la bacteria a los humanos. A pesar de
ello, existen diversosas factores que hacen dificil de determinar hasta qué punto
influye el agua en la transmision de H. pylori, ya que la morfologia de la bacteria en
ambientes diferentes al estomacal cambia cuando se enfrenta a condiciones
adversas, como puede ser el contacto con antibiéticos, cambios de tensiones de
oxigeno, temperatura etc. Bajo alguna de estas condiciones adversas la bacteria pasa

de su forma convencional en la mucosa gastrica “forma espiral” a una forma cocoide.
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La forma cocoide tiene varias etapas de diferenciacion en las que su viabilidad y
actividad metabdlicas cambian. Las formas cocoides tempranas, que incluso pueden
ser recuperadas por métodos de cultivo, cambian a formas cocoides viables, en donde
la bacteria posee aun capacidad de colonizar e infectar la mucosa gastrica cuando es
ingerida, hasta llegar a las formas cocoides picnéticas, que se reconocen como el

estadio final de viabilidad en el que ésta ha entrado en una fase de muerte.

Dadas estas variaciones morfologicas y de viabilidad es un reto demostrar su
presencia en el agua y mas aun demostrar su capacidad infectante. Son diversas las
estrategias metodol6gicas que hasta el momento se han utilizado para ello; una de
ellas es el cultivo en medios selectivos, que arroja resultados diferentes dependiendo
de la concentracion de la bacteria presente en el agua, la presencia de otros
microorganismos acompafantes, la presencia de sustancias inhibidoras del
crecimiento, y el estado morfol6gico y de viabilidad de la bacteria. En el caso de las
aguas potables la concentracion de la bacteria puede ser muy baja, por lo que se
debe recurrir a diferentes estrategias para concentrarla, tales como filtracién,
centrifugacion y siembra directa. En el caso de las aguas crudas se han utilizado
estrategias de filtracion, centrifugacién y separacion inmunomagnética. Esta ultima
separa H. pylori de las otras bacterias presentes en la muestra gracias al uso de
anticuerpos especificos. De igual forma, se han wusado técnicas de
inmunofluorescencia y de deteccion de &cidos nucleicos como: hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH), Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Reaccion en
Cadena de la Polimerasa Cuantitativa a Tiempo Real (QPCR) para la deteccion de H.
pylori a partir de muestras de agua. A pesar del éxito obtenido con algunos de estos
métodos, hasta el presente no existe un procedimiento estandar para la deteccion de

H. pylori en el agua.

Teniendo en cuenta los siguientes antecedentes:

1. En la ciudad de Bogota la prevalencia de la infeccion por H. pylori es alta (80 —
90%).
2. Bogota cuenta con tres plantas de tratamiento de agua potable que reciben aguas

gue previamente han sido contaminadas con materia fecal, las cuales son tratadas
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y convertidas en agua potable para suministro de la poblacién, cumpliendo con la
normatividad colombiana vigente. Sin embargo, existe la posibilidad que la
bacteria H. pylori pueda ser transportada en el agua potable.

3. Lanormatividad colombiana estipula el uso de indicadores de contaminacion fecal
como E. coliy coliformes totales para determinar la calidad del agua de consumo
humano.

4. Los estudios previos realizados por el grupo de investigacion de enfermedades
infecciosas de la Pontificia Universidad Javeriana confirman que, ademas de la
alta prevalencia de la infeccion por H. pylori, mas de 20% de los aislamientos
obtenidos de pacientes con gastritis crénica en la ciudad son resistentes a
claritromicina y levoflaxacina, dos de los antimicrobianos utilizados en las terapias
de erradicacion.

5. El cancer gastrico es la primera causa de muerte por cancer en la ciudad.

Es importante conducir estudios que permitan comprender los posibles
mecanismos de transmision de la bacteria en la poblacion. Como se menciond
previamente, se ha postulado al agua como un posible vehiculo para la transmision
de H. pylori. Sin embargo, hasta el momento no existen estudios previos realizados
en la ciudad de Bogota que determinen la presencia de la bacteria en aguas crudas y
de consumo. De igual forma, tampoco se conoce cual es el estado de viabilidad del
microorganismoen en estas aguas. Por ultimo, es relevante determinar si los
indicadores tradicionales de control de calidad del agua (coliformes totales, E. coli y
esporas de Clostridium sulfito reductor) y los cambios que puedan presentarse en los
parametros fisico-quimicos usados por las plantas potabilizadoras para control diario
(pH, conductividad, turbidez y cloro residual) pueden ser usados como indicativos de
la presencia de H. pylori en el agua. Es por este motivo que en el presente estudio se
planted la siguiente pregunta: ¢Esta H. pylori presente y viable en aguas crudas y

potables en tres plantas de potabilizacién de la ciudad de Bogota?
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2.1. Contaminacion del agua por microorganismos patégenos

La integridad y la buena gestion de los sistemas de distribucion es una de las
barreras mas importantes que protegen el agua de consumo de la contaminacion. Sin
embargo, la gestién de los sistemas de distribucion a menudo recibe muy poca
atencién y con frecuencia éstos son vistos de forma incorrecta como sistemas
pasivos, cuyo unico requisito es el transporte de agua potable desde los puntos de

salida de las plantas de tratamiento hasta a los consumidores (WHO, 2014 y 2004).

En paises en vias de desarrollo el agua juega un papel importante en la
transmision de enfermedades causadas por microorganismos (Akcam et al., 2000).
La principal razén de esta situacion es el alto costo que representa la puesta a punto
de procesos de tratamiento y el mantenimiento de infraestructuras apropiadas que

permitan el control sanitario (Langford, 2005).

Un dafio general en el sistema de proteccion de la red de abastecimiento de agua
de consumo puede ocasionar una contaminacion a gran escala y, potencialmente,
epidemias detectables. Otras averias que conduzcan a contaminaciones leves,
posiblemente repetidas, pueden ocasionar brotes esporadicos significativos de
enfermedades, pero no es probable que las autoridades de vigilancia de salud publica
los asocien con el abastecimiento de agua de consumo. La evaluacion y cuantificacion
de los riesgos puede ayudar a comprenderlos y gestionarlos, sobre todo los

relacionados con casos esporadicos de enfermedad (WHO, 2014 y 2004).

La gama de agentes patdgenos que pueden ser transmitidos por el agua de
consumo contaminada varia enormemente en funcion de factores tales como el
aumento de la poblacion y animales, el incremento del uso de aguas residuales no
tratadas, los cambios de los habitos de la poblacion, las migraciones y viajes de la
poblacion, y presiones selectivas que favorecen la aparicién de agentes patégenos
nuevos o mutantes, o la recombinacién de los patégenos existentes. También existe
una variabilidad importante en la inmunidad de las personas, ya sea adquirida por
contacto con un agente patégeno o determinada por factores como la edad, el sexo,

el estado de salud y las condiciones de vida (WHO, 2014).
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El mayor riesgo microbiano del agua esta relacionado con su contaminacion a
partir de heces humanas o animales, aunque puede haber otras fuentes y vias de
exposicion significativas. Para reducir la transmision de enfermedades por la via
fecal-oral es importante mejorar la calidad del agua de consumo y su disponibilidad,
asi como los sistemas de eliminacién de materia fecal y la higiene general (WHO,
2014; Ainsworth, 2004; Bartram et al., 2003; FAO/WHO, 2003).

2.2. El agua como vehiculo de transmision de enfermedades infecciosas

Los riesgos para la salud relacionados con el agua de consumo mas comunes y
frecuentes son las enfermedades ocasionadas por agentes patdégenos transmitidos
por via fecal-oral, como bacterias (Salmonella, Campylobacter, Shigella, Escherichia
coli H7:0157), protozoos (Cryptosporidium, Giardia, Helmintos) y virus
(enterorovirus). También diversos patdgenos de vida libre, como Pseudomonas
aeruginosa, Legionella, Naegleria y Mycobacterium spp, se vinculan a enfermedades
relacionadas con el agua (Buse et al., 2012; Dorevitch et al., 2012; Wingender y
Flemming, 2011).

El efecto en la salud publica depende de la infectividad del patégeno, la gravedad
de la enfermedad y la poblacion expuesta (WHO, 2014 y 2004). Los agentes
patdgenos y parasitos de mayor riesgo transmitidos por el agua son los que poseen
una infectividad alta, pueden proliferar en el agua y/o poseen una resistencia alta

fuera del organismo hospedador (Van Lieverloo et al., 2007; Jungfer et al., 2007).

Aunque los patégenos transmitidos por el agua son capaces de sobrevivir en el
agua de consumo, la mayoria no crecen ni proliferan en ella. Tras abandonar su
hospedador, la viabilidad y la capacidad infectiva de la mayoria de los agentes
patégenos disminuye gradualmente de forma exponencial, y transcurrido cierto
tiempo pierden su viabilidad hasta no detectar su presencia (WHO, 2014; An et al.,
2007; Ainsworth, 2004).

Diversos factores influyen en la persistencia de los microorganismos en el agua.

Entre ellos, la temperatura juega un papel muy importante. EI nimero de
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microorganismos disminuye habitualmente con mayor rapidez a temperaturas
superiores a los 20°C y la tasa de disminucion puede verse potenciada por los efectos
letales de la radiacion UV de la luz solar que incide en la zona superficial del agua
(Van Lieverloo et al., 2007; Ainsworth, 2004).

Los virus y las formas latentes de los parasitos (quistes, ooquistes, huevos) no
pueden multiplicarse en el agua. Por el contrario, la presencia de cantidades
relativamente altas de carbono organico biodegradable, junto con temperaturas
célidas y concentraciones residuales bajas de cloro, pueden permitir la proliferacion
de microorganismos de Legionella, Vibrio cholerae, Naegleria, Pseudomonas
aeruginosa, Acanthamoeba, Mycobacterium spp y otros organismos contaminantes
en aguas superficiales y en los sistemas de distribucion de agua de consumo
(Shakoor et al., 2011; Thomas y Ashbolt, 2011; Wingender y Flemming, 2011; Buse
et al., 2012; Dorevitch et al., 2012).

La calidad microbiolégica del agua puede variar muy rapidamente y en gran
medida por el vertido de aguas residuales domésticas, industriales, de extraccién
minera o de produccion agricola y ganadera, asi como por actividades tales como el
transporte terrestre, fluvial y maritimo de sustancias peligrosas o petréleo, y los
residuos sélidos vertidos a directamente en las fuentes hidricas. Todos estos factores
pueden producir aumentos repentinos en la concentracion de agentes patégenos,
aumentando el riesgo de enfermedades transmitidas por el agua. Los andlisis de
patdgenos en el agua normalmente tardan demasiado, son costosos y requieren de
laboratorios especializados en algunos casos, para que sus resultados puedan ser
tenidos en cuenta por los responsables de la adopciéon de medidas para evitar el
suministro de agua insalubre (WHO, 2014; Buse et al., 2012; Dorevitch et al., 2012).

La evaluacion de la calidad microbiol6gica del agua debe incluir el andlisis de
bacterias, virus y parasitos. Dada la imposibilidad de aislamiento de cada uno de los
agentes patdgenos existentes en el agua, que por efecto de dilucion se encuentran
en baja cantidad (WHO, 2014; Gray, 1996), se ha optado por el uso de indicadores
de contaminacién, que se definen como grupos de microorganismos no patégenos,

pero frecuentemente asociados con los mismos (Ribas et al., 2000). Histéricamente
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los microorganismos indicadores de contaminacion fecal se han elegido de acuerdo
a determinados criterios; algunos de ellos son: deben estar universalmente presente
en gran namero en las heces de los seres humanos y animales de sangre caliente,
deben ser faciles de detectar por métodos sencillos y no deben desarrollarse en el
agua en condiciones naturales. Ademas, es indispensable que su persistencia en el
agua y grado en que se eliminen durante el tratamiento de ésta sean similares a los
de los patégenos (WHO, 2014; Gray, 1996). Los indicadores mas usados son:
enterobacterias fermentadoras de la lactosa (coliformes totales), coliformes fecales,
Escherichia coli, Estreptococos faecalis y esporas de anaerobios sulfito-reductores.
La Organizacion Mundial de la Salud, en su guia para la Calidad del Agua Potable,
reconoce a E. coli como el indicador de eleccién para el caso de las bacterias (WHO,
2014).

Los anaerobios sulfito-reductores constituyen un grupo asociado a Clostridium
spp. Yy, como tal, se caracterizan por ser organismos Gram positivos, anaerébios,
formadores de esporas, que estan normalmente en las heces aunque en nimero
mucho mas reducido que E. coli. Su representante mas caracteristico es Clostridium
perfringens que, de acuerdo a un estudio realizado en los sistemas hidrologicos de
Estados Unidos, fue detectado en un 73% de las muestras, demostrando asi su
presencia en las aguas naturales, al igual que los coliformes (WHO, 2014; Francy et
al., 2000). El origen de los anaerobios sulfito-reductores no es exclusivamente fecal,
ya que pueden proceder de otras fuentes ambientales como suelo, sedimentos
marinos, vegetacion en descomposicién, heridas infectadas de humanos y animales
0 aguas superficiales (WHO, 2014; Hijnen et al., 2000).

Los anaerobios sulfito-reductores se han propuesto como indicadores de alto
riesgo de contaminacién del agua, ya que sus esporas sobreviven en el agua mucho
mas tiempo que los organismos del grupo coliformes y son resistentes a la
desinfeccion, al punto que pueden ser detectados en algunas muestras de agua
después de haber recibido pre-desinfeccion, floculacion, sedimentacion, filtracién y
desinfeccion terminal (Payment y Franco, 1993). Por ello, la presencia de anaerobios
sulfito-reductores se relaciona con el riesgo de supervivencia de agentes patégenos

en ciertos ecosistemas expuestos a contaminacion fecal remota, asi como con el
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riesgo de la presencia de microorganismos capaces de resistir a los tratamientos
habitualmente aplicados al agua para su potabilizacion (WHO, 2014; Lisle et al., 2004;
Gesche et al., 2003).

Los microorganismos pueden llegar por diferentes vias a las redes de distribucién
de agua de consumo, adherirse y crecer en las tuberias de agua potable y otras
superficies, formando biopeliculas, sobre todo en los puntos méas lejanos de los
sistemas de distribucién, donde los flujos y la concentracion de cloro residual pueden
ser bajos. Las biopeliculas presentan areas de sorcion (retencién de sustancias) que
pueden unir y acumular contaminantes organicos e inorganicos, asi como particulas
y material coloidal. Las sustancias poliméricas extracelulares producidas por los
microorganismos presentes en la biopeliculas actian como agentes de proteccion
frente al estrés bioldgico, fisico, quimico y ambiental, incluyendo la depredacion, la
desecacion, cambios de flujo y la accion de desinfectantes (Wingender y Flemming,
2011; USEPA, 2006).

La formacion de la biopelicula causa un deterioro en la calidad organoléptica y
microbiolégica del agua, y actia como barrera protectora de las bacterias patégenas
que hayan sobrevivido a los procesos de potabilizacion. Por ejemplo, H. pylori, los
virus y quistes u ooquistes de protozoos, necesitan un hospedador de sangre caliente,
y por tanto su supervivencia en el agua es limitada. Sin embargo, su incorporaciéon en
las biopeliculas podria prolongar su supervivencia (Wingender y Flemming, 2011;
DVGW, 2011).

La gran mayoria de los organismos de las biopeliculas no son patégenos, pero
pueden incluir patdbgenos oportunistas y de vida libre. Ademas, aunque la mayoria de
bacterias heter6trofas de vida libre, hongos, protozoos, nematodos y crustaceos
presentes en las biopeliculas probablemente no sean de riesgo para los
consumidores de agua potable, sus actividades pueden producir problemas de sabor
y olor, aumentar la demanda de desinfectante y contribuir a la corrosion (OMS 2011,
NRC 2006). Los microorganismos que crecen en las biopeliculas posteriormente

pueden desprenderse de las paredes de la tuberia en el agua por diversas

10


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wingender%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21697011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flemming%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21697011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wingender%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21697011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flemming%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21697011

2. Antecedentes Bibliogrdficos

circunstancias, tales como los cambios en el caudal, y representan una fuente

potencial de contaminacion del agua (Wingender y Flemming, 2011).

Las biopeliculas se pueden desarrollar dentro de las tuberias y en otros
componentes, tales como puntos de salida, valvulas mezcladoras y arandelas. Las
biopeliculas son dificiles de eliminar de todas las partes del sistema una vez que se
han establecido, y pueden ser resistentes a los desinfectantes. Por lo tanto, el objetivo
no es eliminar las biopeliculas totalmente de los sistemas de distribucion, sino
controlar su crecimiento (DVGW, 2011; Wingender y Flemming, 2011; Gida et al.,
2010).

2.3. Helicobacter pylori, patégeno acuatico emergente

2.3.1. Antecedentes historicos y situacion taxonémica actual

A finales del siglo XIX se realizaron las primeras descripciones de
microorganismos espirales en el estbmago de animales. Durante una ponencia en
1881, Rappin mencion6 que habia observado una bacteria espiral en el estbmago
canino, a la que denomind Spirocheta rappini. En 1893, Bizzozero publicd varios
dibujos de organismaos espirales en el estbmago de perros, que hoy conocemos como
Helicobacter heilmannii. Tres afios después, Salomon present6 un informe
bacteriolégico de organismos espirales, probablemente Helicobacter felis, en el
estdbmago de perros y gatos, incluyendo su estructura flagelar, motilidad y manejo en
el laboratorio (Blum, 1997).

Marshall y Warren, en 1982 lograron el primer cultivo de Campylobacter pyloridis,
el actual Helicobacter pylori (Warren y Marshall, 1983), hecho que revolucioné la
ciencia de la gastroenterologia, y por el que se les concedié el Premio Nobel de
Medicina en octubre de 2005. H. pylori esta hoy en dia considerado como el agente
infeccioso mas extendido en humanos, se distribuye a lo largo de todo el mundo y se
estima que alrededor de la mitad de la poblacion humana esta infectada con este

patogeno.
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El camino hasta su clasificacién taxondmica actual ha sido largo. En 1989, andlisis
del rRNA vy estudios ultraestructurales dieron como resultado el establecimiento del
género Helicobacter, transfiriéndose las especies Campylobacter pylori
(anteriormente Campylobacter pyloridis) y Campylobacter mustelae (anteriormente
Campylobacter pylori subesp. mustelae) al mismo (Goodwin et al., 1989). Las claves
para adscribir microorganismos al género fueron: bacterias curvadas Gram negativas,
moviles mediante un flagelo envainado, capaces de formar estructuras cocoides,
microaerofilicas, quimiorganotrofas, incapaces de fermentar u oxidar carbohidratos,

con crecimiento 6ptimo a 37 °C e incapaces de crecer a 25 °C (Percival et al., 2004).

Segun la clasificacion descrita en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
on line, (Euzéby, 2016) el género Helicobacter, junto con Sulfurimonas, Thiovulum y
Wolinella, se agrupan formando la familia Helicobacteraceae (Vandamme, 2000), que
junto a la familia Campylobacteraceae, Nautillaceae e Hydrogenimonaceae

conforman el orden Campylobacterales de las €-Proteobacterias (Trust et al., 1994).

Dentro del género Helicobacter, las especies pueden clasificarse en dos grupos
en funcién de su reservorio, el estbmago o el intestino. Existen algunas especies
como H. aurati, H. bilis y H. muridarum, que pueden ser aisladas tanto del estbmago

como del intestino.

Las Tablas 1 y 2 muestran las distintas especies del género, segun el reservorio

donde se encuentran y los hospedadores de los que se han aislado.

Tabla 1. Especies intestinales del género Helicobacter

Nombre Hospedero Referencia

H. apri Jabalis Zanoni et al. (2016)
H. aurati Hamsters Patterson et al. (2002)
H. bilis Ratones, perros y hombre  Fox et al. (1997)

H. canadensis Hombre Fox et al. (2002)

H. canis Perros, hombre Stanley et al. (1994)
H. cholecystus Hamsters Franklin et al. (1997)
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H. cinaedi Hombre, hamsters y Totten et al. (1988);
macacos Vandamme et al. (1991)

H. equorum Caballos Moyarert et al. (2007)

H. fennelliae Hombre Totten et al. (1988);

Vandamme et al. (1991)

H. ganmani Ratones, perros y hombre  Robertson et al. (2001)

H. hepaticus Ratones, perros y hombre  Fox et al. (1994)

H. macacae Monos Fox et al. (2013)

H. marmotae Marmotas Fox et al. (2006)

H. mesocricetorum Hamsters Simmons et al. (2000)

H. muridarum Ratones, ratas Lee et al. (1992)

H. pametensis Aves, cerdos Dewhirst et al. (1994)

H. pullorum Pollos, hombre Stanley et al. (1995)

H. rodentium Ratones Shen et al. (1997)

H. trogontum Ratas Mendes et al. (1996)

H. typhlonius Ratones Franklin et al. (2002)

H. valdiviensis Pajaros Collado et al. (2014)

Euzéby, 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature.

www.bacterio.net).

Tabla 2. Especies gastricas del género Helicobacter

Nombre Hospedero Referencia

H. acinonychis Guepardos Eaton et al. (1993)

H. baculiformis Gatos Baele et al. (2008)

H. bizzozeronii Perros Héanninen et al. (1996)

H. cynogastricus  Perros Van de Bulck et al. (2006)

H. felis Gatos, perros Paster et al. (1991)

H. heilmannii Gatos, hombre Smet et al. (2012)

H. himalayensis Marmotas Hu et al. (2015)

H. mustelae Hurones Fox et al. (1988); Goodwin et al. (1989)
H. nemestriae Macacos Bronsdon et al. (1991)
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H. pylori Hombre, macacos Marshall et al. (1985); Goodwin et al.
(1989)

H. salomonis Perros Jalava et al. (1997)

H. suis Cerdos Baele et al. (2008)

Euzéby, 2016 (LPSN: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature.
www.bacterio.net).

Las especies descritas en las Tablas 1 y 2 son las validadas para el género
Helicobacter. Actualmente existen otras especies que no cumplen los criterios para
ser consideradas como especies, en muchos de los casos debido a la imposibilidad
de obtener su cultivo, por lo que pasan a ser Candidatus. La categoria Candidatus se
propuso para designar provisionalmente especies de procariotas de descripcion
incompleta (Murray y Stackebrandt, 1995). Actualmente encontramos como especies
Candidatus del género Helicobacter a H. mastomyrimus (Shen et al., 2005), H.
brantae (Fox et al., 2006), H. anseris (Fox et al., 2006) y H. centorum (Harper et al.,
2006).

2.3.2. Morfologia y caracteristicas fisiol6gicas del género Helicobacter

El género Helicobacter agrupa 31 especies caracterizadas por ser bacilos
Gram-negativos, helicoidales, espirales o rectos, de 0.3-1.0 um de ancho y de 1.5-5
um de largo. Presenta extremos redondeados y cuando son curvados muestran
periodicidad espiral (Vandamme et al., 1991). Pueden tener un Unico flagelo polar (H.
cinaediy H. fenneillae) o multiples flagelos laterales, unipolares o bipolares (H. pylori),
con una protuberancia terminal, de 30 um de longitud y 2.5 nm de grosor. Todos los
flagelos son envainados. Se ha sugerido que la vaina del flagelo es una adaptacion
para moverse a través de la mucosa y protegerse contra el acido del estémago
(Owen, 1993).

Son bacterias microaerofilicas, con metabolismo de tipo respiratorio. No
utilizan carbohidratos. El crecimiento en los medios de cultivo disefiados para
recuperar bacterias del género Helicobacter se evidencian tras 2-5 dias de incubacién

a 37 °C, las caracteristicas de las colonias son no pigmentadas, translicidas, de 1-2
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mm de diametro. Crecen a 30 °C pero no a 25 °C. Son catalasa y oxidasa positivo.
Producen H.S y no son capaces de hidrolizar el hipurato. Las especies gastricas son
productoras de ureasa. Su contenido en G+C varia entre 35y 44% (Vandamme et al.,
1991).

2.3.2.1. Caracteristicas de Helicobacter pylori

H. pylori es la especie tipo del género y la mas importante en patologia
humana por su estrecha relacién con la Ulcera péptica y el cancer gastrico (Dunn et
al., 1997). Es una bacteria Gram-negativa, mide de 2 a 4 ym de longitudy 0,5a 1 ym
de ancho, microaerdfilo, posee una membrana externa y, en promedio, seis flagelos
polares que estan protegidos por una estructura lipidica; es ureasa, catalasa y
citocromo-oxidasa positivo. Entre sus principales factores de virulencia se encuentra
la ureasa, que transforma la urea en amoniaco y agua, permitiendo a la bacteria
sobrevivir en el estbmago en pH acido mediante la creacion de un entorno neutro;
también se encuentran lipasas, adhesinas, factor activador plaquetario y las
citotoxinas CagA y VacA entre otros (Terebiznik et al., 2006; Marshall, 2002; Brown,
2000).

Aunque por lo general su forma es espiral, la bacteria puede aparecer como
un bacilo o en forma cocoide, después de prolongados tiempos de cultivo in vitro, un
largo periodo de inoculacién en muestras de agua o leche, o el tratamiento con
antibioticos (Percival y Suleman, 2014; Vale y Vitor, 2010; She et al., 2003). H. pylori
presenta dos formas, la forma espiral que es viable y cultivable y una forma cocoide
que es viable pero no cultivable (VCN) (Percival y Suleman, 2014; Lofgren et al.,
2011). Diversos estudios han demostrado que la cantidad de ADN, ARN y el contenido
de ATP se reducen en las formas cocoides y también expresan menos proteinas
relacionadas con la superficie celular (Engstrand, 2001; Wang et al., 1997). Como
resultado de la transformacion de la bacteria en la forma cocoide ocurre la
condensaciéon del ADN y RNA bacteriano, pero no se evidencian cambios
fundamentales en la expresion de los genes de virulencia de H. pylori (Wang et al.,

2004). Saito et al. (2003) revelaron que las formas cocoides de H. pylori no son células
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pasivas ya que podian infectar activamente las células epiteliales géastricas de los

humanos, lo que demuestra que estas células no cultivables son formas infectivas.

Actualmente se admite que existen tres estados de la forma cocoide de H.
pylori: 1) una degenerativa, picnética, no cultivable donde la bacteria se encuentra en
fase de muerte; 2) una forma cocoide que es viable pero no cultivable (VNC) y 3) una
forma cocoide viable que puede ser cultivada en agar, debido a la capacidad de la
bacteria de retornar a su forma vegetativa helicoidal, lo cual abre nuevos horizontes
para entender la transmision de la infeccion de H. pylori a través del agua (Dus et al.,
2013; Andersen y Rasmussen, 2009; Azevedo et al., 2007).

Kusters et al. (1997) realizaron un estudio para determinar si la conversién
morfolégica de H. pylori es un proceso activo que requiere la sintesis de novo de
proteinas, mediante la comparacién de las tasas de conversion en presencia y
ausencia de la proteina y de los inhibidores de la sintesis de ARN, y encontraron que
la conversion es un proceso pasivo y que la sintesis activa de proteinas y de ARN no
es necesaria para la conversion de H. pylori a partir de su forma helicoidal a cocoide.
También estudiaron los efectos de diferentes condiciones de incubacion en la tasa de
conversién morfolégica de H. pylori, con el fin de establecer en qué medida las
condiciones de incubacién adversas estimulan la conversion a formas cocoides,
encontrando que el primer signo ultraestructural de la conversién morfologica es la
formacion de una estructura en forma de ampolla, en un extremo de la bacteria. Esta
ampolla luego aumenta de tamafio y se traslada a la parte media, aumentando de
esta forma la curvatura de la bacteria. La estructura en forma de ampolla continda
creciendo en tamario, y con ello la morfologia de la bacteria cambia de forma bacilar,
a forma de U, y posteriormente a una forma totalmente cocoide, donde ya no hay un
claro cilindro protoplasmico; finalmente, la bacteria pierde la integridad de la

membrana (Kusters et al., 1997).
La forma de supervivencia de H. pylori en ambientes acuaticos es poco

conocida. Tampoco se conoce cémo el entorno afecta su viabilidad. Por esta razén

se ha sugerido que la presencia de formas cocoides en aguas potables y crudas
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utilizadas por los humanos puede influir en la transmisién de la infeccién (Li et al.,
2014; Plonka et al., 2014; Azevedo et al., 2007; Cellini et al., 2004).

2.3.2.2. Factores de patogenicidad de H. pylori

Varios genes de H. pylori se han asociado con virulencia y mayor riesgo de
enfermedad géastrica grave. En particular se han estudiado genes relacionados con la
produccion de citotoxinas bacterianas, la induccion de citoxinas proinflamatorias y la
adhesion de la bacteria al epitelio (Atherton, 1998). Los determinantes patogénicos
de H. pylori se han divido en dos grupos: factores de virulencia, como vacA, cagA,
cagE, iceA, oipA entre otros, que contribuyen a los efectos patogénicos de la bacteria;
y factores que permiten a la bacteria colonizar y mantenerse en el hospedador, como
glmM y ureA.

El gen glmM codifica para la enzima fosfoglucosamina mutasa (De Reuse et
al., 1997), enzima que cataliza la interconversion de GlcN-6-fosfato, encargado de
producir uno de los precursores del pepticoglucano de la pared celular bacteriana. Se
ha demostrado que este gen desempefia un papel Unico y esencial para el crecimiento
y supervivencia de H. pylori (De Reuse et al.,, 1997), y ha sido propuesto para
deteccion de H. pylori a partir de muestras clinicas y muestras con un alto contenido
de microbiota acompafante e interferentes organicos (Bamford et al., 1998). Quaglia
et al. (2008), utilizaron el gen gimM de H. pylori para determinar su presencia en

muestras de leche y lo detectaron en 34.7% (139/400) muestras.

H. pylori es capaz de sobrevivir contra los efectos nocivos del acido géastrico
produciendo ureasa, localizada en el citosol y la membrana bacteriana. Esta enzima
hidroliza la urea generando amoniaco, con lo que su entorno inmediato se convierte
en un medio relativamente alcalino a la vez que estimula la activacién de la fagocitosis
mononuclear y la secrecion de citoquinas. Estudios in vitro han demostrado que la
ureasa también tiene efecto toxico directo sobre las células epiteliales géstricas
(Cordova-Espinoza et al., 2011; Otteman y Lowenthal, 2002). Se han descrito
diversas variantes de los genes que la codifican, aunque no parecen afectar la

virulencia del patégeno (Moore et al., 1993).
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El gen ureA estd presente en todas las cepas de H. pylori y ha sido
ampliamente utilizado para la deteccibn de la bacteria a partir de muestras
ambientales (Cuervo et al, 2017; Carbone et al., 2005; Moreno et al., 2003a). La
presencia de H. pylori en una regiéon de Japén, con una alta tasa de infeccion, fue
investigada por Sasaki et al. (1999) utilizando el gen ureA. Estos investigadores
comprobaron que el ADN de H. pylori estaba presente en el agua de rios y estanques,
especimenes de moscas y heces de vaca, indicando que el agua y otras fuentes

ambientales podrian servir como vehiculos para la transmisién de H. pylori.

La proteina VacA es una de las principales toxinas de H. pylori y uno de los
factores de virulencia que més se asocian a la incidencia de enfermedades gastricas
severas, junto con CagA y BabA (Cover y Blanke, 2005). Al interactuar con las células
epiteliales esta toxina induce la formacién de vacuolas, alterando las funciones
normales que ocurren en la via endocitica, ya que facilita la liberacién de hidrolasas
al medio extracelular, lo que a su vez afecta la integridad del epitelio gastrico y la
degradacion de ligandos exégenos. VacA también tiene la capacidad de unirse a la
membrana interna de las mitocondrias, afectando a la polarizacion de la misma, y
promoviendo la liberacién del citocromo c, lo que desencadena la cascada pro-
apoptotica de la caspasa lll. VacA estd compuesta por 2 subunidades (p33 y p55) y
es codificada por el gen polimoérfico vacA presente en todas las cepas de H. pylori
(McClain et al., 2017; Jones et al., 2011).

Existen varias variantes alélicas del gen vacA: La variabilidad del gen vacA
entre cepas parece estar limitada fundamentalmente a las regiones sefial (alelos sla,
slb, slcy s2)y la regién media (alelos m1 y m2), cada gen vacA contiene un alelo s
y un alelo m, y la diversidad en la secuencia afecta a la actividad vacuolizante de la
citotoxina (Martinez-Carrillo et al., 2014). El andlisis de la presencia de las distintas
combinaciones genotipicas de estas regiones con la aparicion de las diferentes
enfermedades, ha revelado que el genotipo s1m1 causa mayor dafo celular que el
s1m2, mientras que los genotipos s2m2 y el, raramente encontrado, s2m1 no resultan
téxicos (Hemmatinezhad et al., 2016). Diversos estudios han demostrado que en el
50-60% de pacientes con patologia de gastritis crénica son H. pylori positivos y el

genotipo mas prevalente es el vacAslm1 (80-90%). De igual forma, se ha reportado
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gue alrededor del 60% de los pacientes con cancer gastrico son H. pylori positivos y
el genotipo mas frecuente es vacAslml/cagA+ (60%) (Martinez Carrillo et al., 2014;
Cavalcante et al., 2012).

Adicionalmente, se ha identificado un nuevo sitio polimérfico dentro del gen,
designado como regién intermedia (i), por la posicion que ocupa entre las regiones s
y m, de la cual se han descrito las variantes il e i2. Varios estudios han demostrado
una asociacion significativa entre el alelo il y el cancer géastrico, y que solo este alelo
del gen aparece como marcador independiente de esta enfermedad. La tipificacion
de la region i podria ser suficiente para la identificacion de las formas patogénicas de
VacA, debido a que la presencia de il se relaciona con mayor citotoxicidad y la de i2
con su ausencia, indicando asi la capacidad reguladora y predictora de patogenicidad
de la region intermedia. La caracteristica mas importante de esta regién es que
genera aumento en la capacidad de formacién del canal i6nico, tropismo celular y una
mayor actividad vacuolatizante. Cuando il se asocia con s1y ml se presentan formas
muy severas de enfermedad causada por H. pylori (McClain et al., 2017; Keilberg y
Ottermann, 2016; Rhead et al., 2007) (Figura 1).

p33 p55

A A
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Figura 1. Presentacion esquematica del gen vacA de Helicobacter pylori. la figura ilustra la
relacion de las regiones vacA en los dominios p33 y p55 (McClain et al., 2017).

El gen vacA ha sido ampliamente utilizado para detectar H. pylori en muestras
clinicas y ambientales. En un estudio realizado en Inglaterra por Watson et al. (2004)

se evaluaron los sistemas de distribucidon de aguas tratadas, como posibles fuentes
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de transmision de H. pylori, analizaron muestras de agua y biopeliculas. Usaron PCR
para amplificacién de un fragmento del gen vacA, y detectaron ADN en 26% de las
muestras, con una mayor frecuencia en las biopeliculas (42%). Estos hallazgos

evidencian que H. pylori se encuentra presente en el agua potable.

El gen asociado a la citotoxina CagA es un marcador de la presencia del islote
de patogenicidad PAI, de 40 kb, el cual codifica para la proteina CagA y para los
componentes de un sistema de secrecion tipo IV, encargado de permitir la exportacion
de esta proteina al interior de la célula blanco (Figura 2). Las cepas de H. pylori
pueden o no tener el gen, y por tanto se clasifican como cagA positivo y cagA
negativo, siendo las primeras mas virulentas que las segundas. Las cepas cagA+ se
asocian con mayor induccion de interleukina 8 (IL-8) en el epitelio y mayor riesgo de
producir Ulcera péptica, gastritis atréfica y cancer (Keilberg y Ottermann, 2016;
Arévalo et al., 2009).

Cittelly et al. (2002) realizaron un estudio utilizando cepas de H. pylori aisladas
de pacientes colombianos y encontraron que en gastritis no atréfica existe una
frecuencia mas baja de cepas con genotipos citotoxicos (cagA positivo y vacA) en
comparacion con la observada en gastritis atréfica, metaplasia intestinal, Ulcera
péptica y cancer gastrico. Esto sugiere que estos genes pueden ser usados como
marcadores de mayor virulencia y riesgo de desarrollar enfermedad gastrica severa,
sin embargo, carecen de utilidad para diferenciar cepas con potencial carcinogénico

de cepas con potencial ulcerogénico.

Se han propuesto otros genes como marcadores de virulencia, dentro de los
cuales cabe destacar el gen cagE, que forma parte de cagPAl, como indicador de la
funcionalidad de este complejo. Este y otros genes del islote son importantes en el

incremento de expresion de IL-8 en el epitelio gastrico (Ranjbar et al., 2016).

El gen oipA, localizado fuera del PAI, puede inducir también liberacion de IL-8

en la mucosa (Hemmatinezhad et al., 2016; Quiroga et al., 2005).
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Figura 2. Representa la isla de patogenicidad de H. pylori. Regién que se encuentra entre el
gen glr y un ORF HP0519 (Arévalo et al., 2009).

Uno de los retos en la investigacién de la etiopatogenia de las enfermedades
producidas por H. pylori es la identificacion de los factores de virulencia predictivos
de la progresion de la infeccion. Se han propuesto varios factores de virulencia como
cagA, vacA y babA, entre otros. Aungque se han asociado con un mayor riesgo de
enfermedad ulcerosa péptica, adenocarcinoma gastrico o linfoma tipo MALT, ninguno
de ellos implica por si mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto, ya que en
el desarrollo de patologias gastricas estan involucrados factores genéticos del
huesped, ambientales y los factores de virulencia de la bacteria. Esta asociacion

aumenta cuantos mas factores de virulencia acumula una bacteria (Wen et al., 2009).

2.3.2.3. Transmisién de H. pylori

En la actualidad més del 50% de la poblacion mundial esté infectada por H. pylori.
(Hu et al., 2017; Keilberg y Ottemann, 2016). Se han destacado varios factores de
riesgo relacionados con la infeccion por H. pylori y que son consecuencia de factores
socioecondmicos; estos incluyen, pobre desarrollo social y econémico, bajo nivel
educativo, préacticas inadecuadas de higiene durante la infancia, hacinamiento
familiar, carencia de bafo en el hogar, ausencia de agua potable, ausencia de

instalaciones para aguas residuales y el manejo inapropiado de alimentos (Vale y
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Vitor, 2010; Nouraie et al., 2009). EI mejoramiento de las condiciones higiénicas
generales disminuye la prevalencia de la infeccion. Factores genéticos del
hospedador también se han asociado con la infeccion, especialmente en la progresion
de la gastritis cronica a otras entidades como gastritis atrofica, metaplasia intestinal y

cancer gastrico (Figura 3).

H. pyloriinfection rate !
<30%

@ 30-50%

@ s50-70%

@ 0%

Unclear

Figura 3. Distribucién de la infeccién de H. pylori en la poblacién mundial, vinculada con el
grado de desarrollo econémico (Tomado de: Hu et al., 2017).

A pesar la alta prevalencia de la infeccién por H. pylori a nivel mundial, las vias de
transmision son todavia inciertas (Mosane et al., 2004). Son varias las teorias que se
han propuesto para explicar la transmisién de la bacteria al humano, las mas
plausibles son la via oral-oral y la via fecal-oral (Keilberg y Ottemann, 2016; Brown,
2000).

La ruta exacta de la transmision persona-persona todavia no es clara, aunque se

ha demostrado que la bacteria es adquirida durante la infancia a través de la via oral-
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oral, de madre a hijo, o por contacto con familiares infectados (Keilberg y Ottemann,
2016).

Aunque el tnico reservorio conocido de H. pylori es el estbmago humano, parece
que este patdgeno es capaz de sobrevivir en ambientes externos (Keilberg vy
Ottemann, 2016; Brown, 2000). La informacién exacta sobre su persistencia fuera del
hospedador humano es limitada. A pesar de esto, cada vez existen mas evidencias
que H. pylori puede existir en reservorios externos y sirven de manera potencial para

su transmision al hospedador (Percival y Suleman, 2014; Moreno y Ferras, 2012).

2.3.2.4. El agua como unafuente de transmision de la infeccién por H. pylori

La hipotesis que el agua puede ser una ruta de transmision de H. pylori esta
soportada por aproximaciones epidemiolégicas que han observado una alta
prevalencia de la infeccién y una tasa de contaminacion mas rapida en paises en
desarrollo que, en la mayoria de los casos, sufren de problemas relacionados con la
distribucién de agua apta para el consumo humano entre la poblacion (Aziz et al.,
2015; Hulten et al., 1996,). Goodman et al (1996), en un estudio realizado en
Colombia, encontraron que el agua de los arroyos que los nifios usan para bafarse,
tomar y nadar, al igual que en las aguas de uso recreacional, aumentan
significativamente el riesgo de infeccion de ésta poblaciéon, presentando un OR= 3.3
(Plonka et al., 2014; Palomino y Tomé, 2012; Goodman et al., 1996).

Diversos estudios sugieren que H. pylori puede residir en los sistemas de agua
potable, probablemente por la contaminacién fecal de las aguas residuales sometidas
0 no a tratamiento y finalmente utilizadas como fuentes para potabilizacién del agua
de consumo humano (Leja et al., 2016; Bahrami et al., 2013; Al-Sulami et al., 2012).
Se han realizado diversos estudios en los cuales se ha detectado H. pylori en agua
potable. Entre estos destacamos el realizado por Mazari-Hiriart et al. (2005), quienes
utilizaron la amplificacion por PCR para la deteccion del gen cagA en muestras de
agua tomadas antes y después del proceso de cloraciéon. Los resultados obtenidos
demostraron que el gen cagA se detectd en cuatro de siete muestras cloradas y en
dos de ocho muestras no cloradas, mostrando que el proceso de desinfeccion del

agua con cloro no representa una diferencia significativa en la presencia de H. pylori.
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También realizaron la secuenciacion del 16S rARN del ADN de H. pylori encontrado
en las muestras de agua; los resultados de las secuencias obtenidas muestran una
alta homologia entre los genes 16S rARN de los aislamientos de H. pylori de humanos

y de aguas.

Aunque la desinfeccién con cloro puede inactivar puede inactivar a H. pylori, y
de este modo hacer dificil su deteccién en el agua de consumo, la bacteria puede
residir en las biopeliculas formadas por microorganismos heterétrofos que se
encuentran en los sistemas de distribucién de agua tratada y permanecer alli en su
estado VNC (Khan et al, 2012; Giad et al., 2010). Giad et al. (2010) realizaron un
estudio en el cual utilizaron una sonda de hibridacién para el rARN 16S (PNA) y
demostraron que H. pylori persiste en las biopeliculas expuestas a bajas
concentraciones de cloro (0.2 y 1.2 mg/L) hasta por 26 dias, aunque en el estudio no
pudo ser cultivado. Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis que el cloro en el
agua podria inhibir la actividad de H. pylori, pero que no logra eliminar el patdgeno en
los sistemas de distribucién de agua potable, en donde sobrevive en un estado VNC.
Moreno et al. (2007) demostraron que H. pylori sobrevive a las practicas de
desinfeccion normalmente usadas en el tratamiento de agua potable, cuando ésta se

encuentra en el estado VNC.

2.3.3. Estrategias de concentracion de H. pylori

Una de las limitaciones para cultivar y aislar H. pylori a partir de agua potable
es la baja concentracion en la que se puede encontrar. Para concentrar H. pylori a
partir de muestras de agua se han utilizado diversas estrategias que buscan obtener
un mejor resultado en la recuperacion y deteccion de la bacteria; las mas usadas son:

centrifugacion, filtracion y separacion inmunomagnética.
2.3.3.1. Centrifugacion
El objetivo de la centrifugacién es concentrar las células de H. pylori presentes

en las muestras de agua. Esta ha sido una estrategia de concentracién de la bacteria

ampliamente utilizada tanto en aguas superficiales, como residuales, marinas y
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potables. En los diversos estudios donde se aplica este método, el volumen de
muestra utilizada varia entre 100mL y 1000mL. De igual forma, el tiempo y la
velocidad de centrifugacion varian entre 10 a 30 minutos y 1500 a 20000rpm,
respectivamente. Una vez realizado el proceso de centrifugacion el sobrenadante es
descartado y el pellet es resuspendido. Esta suspension es utilizada para la deteccion
de la bacteria por diversos métodos de (Tirodimos et al., 2014; Moreno y Ferrus, 2012;
Nayak y Rose, 2007; McDaniels et al., 2005).

2.3.3.2. Filtracién

Para la concentracién de H. pylori se ha utilizado frecuentemente el método
de filtracion por membrana, el cual consiste en hacer que la muestra de agua pase
mediante vacio por un filtro de celulosa cuyo tamafio de poro puede variar entre 0,22
um y 0.8 um. De acuerdo al tamafio de H. pylori, las membranas mas utilizadas son
las de tamafio de poro de 0.22 um y 0.45 um. En el caso del agua potable el volumen
de muestra filtrado varia de 100 a 1000mL, debido a la baja concentracion que se
espera obtener de la bacteria en la muestra (Flores-Encarnacion et al., 2015; Herrera-
Romero et al., 2015; Bahrami et al., 2013; Moreno y Ferrus, 2012; Moreno et al.,
2003a).

2.3.3.3. Separacion Inmunomagnética (SIM)

La técnica de separacién inmunomagnética (SIM) tiene grandes ventajas
sobre los métodos de aislamiento tradicional de microorganismos patégenos en
muestras heterogéneas, como sangre, alimentos y muestras fecales, siendo una
técnica rapida y sensible para la separacibn de muchos patégenos (Fernandez-
Delgado et al., 2008; Enroth y Engstrand, 1995; Olsvik et al., 1994). La SIM utiliza
particulas superparamagnéticas (Fe20z y Fes04) que estan cubiertas con una delgada
envoltura de polimeros, encerrando el material magnético. Esto proporciona una
superficie apropiada para la adsorcién de varias moléculas de reactivos. Segun la
aplicacion que se le quiera dar a la SIM existen distintos ligandos: anticuerpos, una

proteina o antigeno, sondas de ADN o ARN o cualquier otra molécula con afinidad
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para la muestra diana que se deseé aislar (Enroth y Engstrand, 1995; Olsvik et al.,
1994).

La metodologia SIM consiste en el uso de perlas magnéticas sensibilizadas
con anticuerpos especificos para antigenos de superficie de los microorganismos. El
proceso de separaciéon consta de dos pasos fundamentales: en el primero, la
suspension que contiene el microorganismo diana se mezcla con las perlas
magnéticas sensibilizadas. De esta forma se produce la union anticuerpo-antigeno
(complejo magnético) alrededor de las perlas magnéticas y el microorganismo se
adhieren a las perlas, formando agregados en un extremo del tubo gracias a la accién
de un imén. En el segundo paso, el complejo magnético se lava varias veces para
eliminar los contaminantes no deseados, incluyendo posibles inhibidores de la PCR
que pudieran encontrarse en la muestra y se utiliza para detectar la presencia del
microorganismo por cualquier método habitual (cultivo, PCR, hibridacién, microscopia
de fluorescencia, etc). La flexibilidad del sistema permite aislar practicamente
cualquier microorganismo diana, dependiendo del ligando especifico empleado
(Yakub y Stadterman-Knauer, 2004). (Figura 4).
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Este método de SIM seguido por un analisis por PCR, puede ser usado para
la deteccion de H. pylori en aguas y materia fecal, ya que permite eliminar inhibidores
de la PCR y por tanto una mejor deteccion de H. pylori en estas muestras, en las que
la bacteria se encuentra posiblemente en forma cocoide (Velazquez y Feirtag, 1999;
Enroth y Engstrand, 1995).

Enroth y Engstrand (1995) desarrollaron un protocolo basado en la asociacion
de las perlas inmunomagnéticas pre-tratadas con un anticuerpo monoclonal de
adherencia a la superficie de H. pylori, para facilitar el aislamiento de la bacteria y
como método de pre-tratamiento para la PCR. Esta técnica ha sido utilizada como un
paso inicial importante para la concentracion de H. pylori en aguas residuales no
tratadas, ya que elimina las sustancias contaminantes que pueden interferir con el

cultivo de la bacteria (Lu et al., 2002).

La técnica de SIM-PCR fue usada para determinar la posible relacion
epidemioldgica entre aislamientos de Helicobacter spp. a partir de aguas potables y
la presencia de la bacteria en la comunidad (Hulten et al., 1996). Aunque la obtencién
de falsos positivos por amplificaciones no especificas no se puede descartar, los
resultados de este estudio fueron consistentes con las conclusiones del estudio

epidemioldgico previo.

2.3.4. Técnicas para la deteccidn e identificacion de H. pylori en aguas

2.3.4.1. Deteccién y aislamiento por cultivo

El método tradicional por excelencia para la deteccion e identificacion de
microorganismos es la observacion de su crecimiento en sustancias nutritivas
preparadas en el laboratorio. La capacidad de recuperacion de bacterias a partir de
una muestra viene determinada principalmente por la técnica empleada, la naturaleza
de la muestra, el nimero de microorganismos presentes en ella y el estado fisioldgico

de las células presentes.
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Para el aislamiento a partir de muestras altamente contaminadas, como es el
caso de las muestras ambientales o de alimentos, es necesaria una primera fase de
enriguecimiento, que consiste en incubar la muestra en un medio liquido selectivo,
para eliminar parte de la microbiota acompafiante, durante un periodo de 24-48 horas
en las condiciones ambientales adecuadas, segun el tipo de microorganismo. Se ha
demostrado que las cepas de H. pylori crecen bajo condiciones de microaerofilia
(Condiciones 6ptimas de 2-5% O, 5-10% CO,, 85% N). Su crecimiento puede darse
entre 34-40°C, con un 6ptimo a 37°C durante 48-72 h. Aunque su ambiente natural
es la mucosa gastrica, H. pylori sobrevive por cortos periodos de exposicion a pH <4
pero su crecimiento ocurre en un rango relativamente amplio, de 5.5 a 8, con un
crecimiento 6ptimo en pH neutro (Vale y Vitor, 2010; Kusters et al., 2006).

Se ha demostrado que H. pylori crece en medios de cultivo sélidos o liquidos
muy enriquecidos y selectivos, entre los medios liquidos los mas utilizados son Caldo
Brucella (Walsh y Moran, 1997), caldo infusion cerebro corazén, caldo tripticasa de
soya, caldo Mueller-Hinton (Walsh y Moran, 1997; Shahamat et al., 1991), “caldo
Andersen” (Andersen et al., 1997), y Caldo Columbia (Shahamat et al., 1991). Entre
los medios de cultivo solidos se destacan los agares BHI, Brucella, Columbia, DNAse
agar, Muller Hinton, Tripticasa de soya (TSA), agar Wilkins—Chalgren (Poms y Tatini,
2001; Stevenson et al., 2000), Agar Base, Medio HPSPA (agar H. pylori peptona
especial) (Degnan et al., 2003) o Agar RA2 (Park et al.,, 2001). Los medios se
enriquecen al ser suplementados con sangre pura, suero, eritrocitos lisados, hemina
(Shahamat et al., 1991), extracto de levadura (Westblom et al., 1999; Walsh y Moran,
1997), peptona (Walsh y Moran, 1997), IsoVitaleX (Henriksen et al., 1995; Westblom
et al.,, 1991), Vitox (Morgan et al., 1990), almidén (Coudron y Stratton, 1995), y
ciclodextrinas (Walsh y Moran, 1997; Marchini et al., 1994). Adicionalmente para
hacer el medio selectivo se utiliza una combinacion de antibidticos a los que de
manera natural H. pylori es resistente, como por ejemplo el suplemento Dent, que

contiene vancomicina, trimetoprim, cefsoludina y anfotericina B.
Duque-Jamaica et al. (2012) evaluaron varios medios de cultivo basicos: BHI,

Brucella, y Mueller-Hinton y diversos suplementos a diferentes concentraciones:

sangre de cordero, suero fetal bovino y sangre de caballo desfibrinada, suplemento
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antibiético DENT, suplemento antibiético Preston, IsoVitaleX y Vitox. De sus
resultados se destaca que los medios y condiciones de cultivo Optimos fueron:
Infusién Cerebro corazon, agar sangre (1,5% wi/v), sangre de cordero (3,18% Vv/v),
DENT (0,11% v/v), y Vitox (0,52% v/v) a 60 rpm y 37°C con CO:; filtrado (5% v/v).

Para el cultivo de H. pylori en aguas se han desarrollado diversas estrategias,
entre las cuales se destaca el uso de los siguientes medios de cultivo: Agar Columbia
Sangre suplementado con 10% de sangre de caballo, Agar Brucella que contenia: 5%
de sangre de oveja desfibrinada, 10 mg/l vancomicina, 5 mg/l trimetoprima, y 2500
IU/I sulfato de polimixina B, 7.5 mg/l de anfotericina B, y 5 mg/l cefsulodina o Agar
RA2 (Moreno y Ferrus, 2012; Buck y Oliver, 2010; Giao et al., 2008; Queralt y Araujo,
2007; Park et al., 2001).

A pesar de la amplia investigacion sobre medios de cultivo, pocos estudios
han conseguido el aislamiento de H. pylori a partir de muestras de agua (Vale y Vitor,
2010). Lu et al. (2002) lograron aislar la bacteria a partir de aguas residuales
municipales de un canal en la frontera entre Estados Unidos y México. Los autores
utilizaron una combinacion de la técnica de separacion inmunomagnética (SIM) y
técnicas de cultivo. Después de la concentracién de la muestra por SIM, el conjugado
de perlas fue sembrado en placas de agar Columbia suplementado con sangre y se
incubaron de 3 a 5 dias en condiciones de microaerofilia a 37°C; posterior a la
incubacion, seleccionaron las colonias pequefias, de color gris y les realizaron
coloracion de Gram y pruebas bioquimicas. En un total de 23 de los 132 aislamientos
de los cultivos se confirmdé que eran H. pylori por amplificacion y posterior

secuenciacion del gen 16S ARNT.

Moreno y Ferrls (2012) utilizaron una técnica de filtracibn por membrana
modificada para la deteccidn de H. pylori a partir de muestras de aguas superficiales
y residuales. Los filtros fueron inoculados en caldo Columbia para preenriquecimiento
y la muestra fue colocada directamente sobre Agar pylori y Agar base Columbia
suplementado con 10% de sangre de caballo desfibrinada y DENT. De esta forma
obtuvieron un cultivo positivo de H. pylori pero, debido a la imposibilidad para asilar

las colonias por el crecimiento simultaneo de microbiota interferente en las placas, la

29



2. Antecedentes Bibliogrdficos

identificacion especifica de la bacteria solo se logré con técnicas moleculares como
FISH y PCR.

En la actualidad no se cuenta con un medio de cultivo especifico para la
deteccién de H. pylori en diferentes matrices, es por esto que la mayoria de autores
recomiendan el uso de técnicas moleculares para su deteccion (Douterelo et al., 2014;
Nayak y Rose, 2007; McDaniels et al., 2005).

2.3.4.2. Técnicas Moleculares

2.3.4.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa - PCR

El fundamento de la PCR es la amplificacion in vitro de ADN mediante el uso
de enzima ADN-polimerasa termoestable y un par de oligonucleétidos que delimitan
el fragmento a amplificar (Mullis, 1990). Entre las ventajas de esta técnica destacan
su sencillez, rapidez y sensibilidad. Ademas, se requiere muy poco material biolégico
de partida, mientras que la mayoria de andlisis quimicos precisan de grandes

cantidades (Tamay de Dios et al., 2013).

Debido a la sencillez de la técnica, su uso en los laboratorios clinicos ha
supuesto una revolucion en el concepto de la deteccion microbiolégica. Problemas
tales como la dificultad de deteccion de determinados virus y la imposibilidad de
aislamiento de algunos microorganismos por su dificultad o incapacidad para
desarrollarse in vivo pueden obviarse mediante la PCR, lo que ha hecho que esta
técnica suponga una alternativa a veces obligada para su uso en microbiologia.
Ademas, la versatilidad de esta técnica ha permitido su aplicacion a otros campos de
interés econdémico como es el caso de la medicina forense, identificacion genética o

control de calidad de las industrias (Kabir, 2004).

Uno de los inconvenientes de la técnica de la PCR convencional es que no
discrimina entre células vivas y muertas, e incluso puede amplificar restos de ADN
procedentes de células inactivadas (Tamay de Dios et al., 2013). En cuanto a la

metodologia, las principales dificultades incluyen hacer accesibles los acidos
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nucleicos y eliminar los inhibidores de la reaccion de PCR en un rango amplio de
matrices complejas (Wilson, 1997). En este sentido, H. pylori presenta el
inconveniente adicional de poder encontrarse en el agua en forma de células viables
no cultivable con paredes celulares mas inaccesibles, lo que dificulta la extraccion de
ADN para su analisis (Boehnke et al., 2018; Orta De Velasquez et al., 2016).

Un aspecto importante para el éxito de la PCR es el disefio de los iniciadores.
Son moléculas de ADN monocatenario de entre 15 y 30 nucle6tidos que la polimerasa
emplea para comenzar a polimerizar, de forma que el punto de inicio de la sintesis de
nuevas moléculas de ADN lo establece la posicion del iniciador. Es condicién
indispensable que los iniciadores sean especificos del ADN que se vaya a amplificar.
En la mayoria de los casos, conocer la secuencia completa del microorganismo de
interés es muy complicado y por lo tanto es habitual recurrir a la informacion
recopilada por otros investigadores y almacenada en bases de datos. La recopilacion
de secuencias de 16S y del 23S en los bancos de datos es una excelente ayuda a los
investigadores en el desarrollo de nuevos iniciadores para la deteccion mediante PCR
(Bou et al., 2011).

La PCR se ha empleado en una gran cantidad de estudios para detectar
Helicobacter en un variado tipo de muestras: placa dental y saliva (Song et al., 2000);
heces (Lu et al., 2002); leche cruda (Rahimi y Kheirabadi, 2012; Doyle, 2002);
vegetales (Atapoor et al., 2014) y moluscos (Fernandez et al., 2007). Existen diversos
trabajos en los que ha sido detectado H. pylori en aguas superficiales y residuales
mediante PCR (Moreno y Ferrts 2012; Krumbiegel et al., 2004; Moreno et al., 2003a;
Horiuchi et al., 2001).

La PCR es un método que permite la amplificacion de genes especificos para
detectar H. pylori en distintas fuentes de agua. Algunos de ellos, como ureA (ureasa)
(Cuervo et al., 2017); hpaA (adhesina) (Janzon et al., 2009); cagA (proteina CagA)
(Chomvarin et al., 2017); vacA (Morenoy Ferus, 2012) y gimM (fosfoglucosamina
mutasa) (Bahrami et al., 2013), son los comunmente seleccionados con la finalidad
de evitar la reactividad cruzada entre H. pylori y otras especies del mismo género o

con otras bacterias (Azis et al., 2015). Sin embargo, otras especies bacterianas
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estrechamente relacionadas y subespecies desconocidas del género Helicobacter
podrian interferir en los ensayos de PCR y debe tenerse en cuenta la obtenciéon de
resultados discrepantes entre distintos autores en los andlisis de las muestras
ambientales (Fernandez-Delgado et al., 2008; Engstrand, 2001; Park et al., 2001; Li
etal., 1995).

Lu et al. (2002) utilizaron la PCR para verificar los aislamientos de H. pylori a
partir de aguas residuales municipales no tratadas de la ciudad de Juarez (México).
En el estudio utilizaron secuencias de iniciadores para el gen 16S rRNA y las formas
alélicas del gen vacA (vacA sla, vacA slb, vacA s2, vacA m1lyvacA m2). La mayoria
de aislamientos positivos pertenecian al genotipo vacA sla/ml, combinacién alélica
que se ha informado esta asociada frecuentemente con la formacion de Ulcera
gastrica. Estos hallazgos sugieren que las aguas contaminadas con materia fecal,
puede ser una posible fuente de transmision fecal-oral de H. pylori. Moreno y Ferras
(2012) utilizaron la PCR para la deteccion de H. pylori en aguas residuales tratadas
usando secuencias de oligonucleétidos que codifican para el gen vacA y en sus
resultados destacan la presencia de H. pylori en el agua después del tratamiento
secundario e incluso en el efluente final después de la desinfeccidn terciaria del agua

residual.

2.3.4.2.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa en Tiempo
Real - gPCR

La gqPCR es una técnica que combina la deteccion y la cuantificaciéon en un
mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una
sefal de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes como alta
especificidad, amplio rango de deteccién (de 1 a 107 equivalentes genémicos de la
secuencia blanco) (Brechtbuehl et al., 2001) y rapidez en la visualizacién del producto,
ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior. Es una herramienta
poderosa, simple y rédpida y esta destinada a sustituir a muchas técnicas tradicionales
en los laboratorios de microbiologia. De esta forma, estableciendo el nivel umbral
sobre la sefial de fluorescencia basal, es posible determinar el ciclo en el cual se inicia

la fase exponencial de la amplificaciéon del ADN (ciclo umbral, Ct “threshold cycle”),
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el cual esta relacionado directamente con la cantidad de ADN diana inicial y es el
parametro utilizado en la cuantificacion (Tamay de Dios et al., 2013; Nazarenko et al.,
1997; Heid et al., 1996).
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Figura 5. Representacién grafica del aumento de la fluorescencia (ARn) con respecto al
numero de ciclos de la PCR y determinacién del valor de Ct (Tomado de:
https://www.researchgate.net/publication/259042551_PCR_en_tiempo_realffigures?lo=1).

El objetivo de la g-PCR es detectar y cuantificar las secuencias especificas de
acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion. La
fluorescencia de las sondas unidas al ADN se monitoriza en cada ciclo de PCR. Las
reacciones son reconocidas como positivas por algoritmos que analizan los cambios
de fluorescencia en cada ciclo. En la deteccion cuantitativa, la construccién de una
curva estandar o recta patrén a partir de concentraciones conocidas de ADN diana
permite la cuantificaciéon de la muestra problema mediante la interpolacién de los
valores obtenidos. Ademas, la PCR a tiempo real también permite el andlisis, ya que
las curvas de fusion identifican productos de PCR y variaciones en la secuencia de

nucleétidos por sus temperaturas de fusiéon (Tamay de Dios et al., 2013).
La maxima amplificacién que se puede obtener en un ciclo es conocida como

eficiencia de la PCR. La eficiencia depende basicamente de los iniciadores y de las

condiciones de temperatura de la reaccion y se define como el nimero de copias en
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el ciclo n+1 dividido por el nUmero de copias en el ciclo n. Una reaccion con eficiencia
del 100% (equivaldria a 2) duplicaria el ADN cada ciclo de amplificacién. La eficiencia
de una reaccién de amplificacién se aproxima a 2 durante la fase exponencial de la

mayoria de las reacciones bien optimizadas.

En los equipos actuales para gq-PCR la amplificacion y la deteccion de
fluorescencia se desarrollan en un mismo tubo. Este no se abre nunca durante el
proceso, y el uso de dUTP y Uracil DNA glicosilado impide todo riesgo de
contaminacién. Ademas, dada la deteccion fluorimétrica de los amplificados, no se
requiere electroforesis y evita los problemas de contaminaciones derivados de la
apertura de los tubos (McKillip y Drake, 2004; Wilhelm y Pingoud, 2003). Asi pues, la
PCR a tiempo real puede integrar la deteccion, cuantificacion y el andlisis de

microorganismos en un solo ensayo de forma rapida y eficaz.

Uno de los termocicladores de capilares mas utilizados, y el que se ha
empleado en este estudio, es el LightCycler® 2.0 de Roche (Figura 6). Este
instrumento emplea para la deteccion un fluorimetro de tres canales. Un diodo azul
(LED) con una emision maxima de 470 nm sirve como fuente de energia para la
excitacion de las muestras. La fluorescencia se detecta a 530 nm, 640 nm y 710 nm
con la ayuda de fotohibridos. Estos tres canales de deteccion permiten el marcaje de
las muestras con varios fluorocromos, lo que posibilita el trabajo con PCR multiple y
la deteccion de 2 o incluso mas mutaciones simultaneamente. Los nuevos
termocicladores para PCR a tiempo real poseen 6 canales de deteccion, permitiendo
asi el andlisis a varias longitudes de onda de emision (530, 555, 610, 640, 670 y 705
nm), lo que posibilita la medida de emisiones de cuatro fluorocromos distintos

(www.roche-mb.com).
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Figura 6. LightCycler® 2.0 Real-Time PCR System (Roche, Francia, www.roche.com)

El sistema permite el empleo de distintos protocolos para la incorporacion y
deteccion de la fluorescencia (www.Roche-mb.com). La deteccion de fluorescencia
puede realizarse mediante sistemas inespecificos o especificos de secuencia (Lee et
al., 2004).

Sistemas especificos: Sondas de hibridacién

En los sistemas especificos de secuencia se utilizan sondas marcadas con
fluoréforos, cuya diana se encuentra en el producto de amplificacion, constituyendo
un elemento mas para conseguir la especificidad deseada. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente entre las moléculas. EI método utiliza
fluoréforos que actian como donadores o aceptores de fotones y estan unidos a una
o varias sondas. Las sondas de hibridacién especificas mas utilizadas son las sondas
de hidrélisis, denominadas también sondas TagMan, las sondas tipo “molecular

beacons” y las sondas FRET (Lejona et al., 2006).

Sistemas inespecificos: Agentes intercalantes

Esta metodologia se basa en el uso de fluorocromos que aumentan
notablemente la emisién de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El
incremento de ADN en cada ciclo de la PCR se refleja en un aumento proporcional
de la fluorescencia emitida. Uno de los mas ampliamente empleados, por su facilidad

de utilizacién y disponibilidad comercial, y que ha sido utilizado en este trabajo, es el
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SYBR Green | (Figura 7). La excitacion de la molécula se produce con luz azul a una
longitud de onda de 480 nm y el espectro de emision es comparable al de la
fluoresceina, con un maximo de 520 nm. La fluorescencia del colorante unido al ADN
es 1000 veces superior que cuando esta libre y por tanto es muy adecuado para la
monitorizacion del aumento del producto de amplificacion durante la PCR (Tamay de
Dios et al., 2013; Morrison et al., 1998).

El uso de agentes intercalantes permite, ademas, comprobar que el producto
de amplificacibn es el esperado: Cada fragmento de amplificacion tiene una
temperatura de fusién (Tm) caracteristica, que es aquella temperatura a la cual el 50
% del ADN amplificado se ha desnaturalizado o liberado de la doble cadena. Esta
temperatura depende sobre todo de la longitud y de la composicion de las bases
(contenido en G + C) del fragmento de amplificacién (Tamay de Dios et al., 2013). La
Tm serd la misma para todos los productos de PCR obtenidos con un determinado
par de iniciadores, y es caracteristica de cada amplicon, independientemente de las
condiciones de la PCR. Por tanto, de la medida de la Tm durante la PCR se obtiene
una curva de fusiébn que permite comprobar la especificidad de los fragmentos
detectados en la PCR (Ririe et al., 1997), asi como comprobar la ausencia de
productos de amplificacion de PCR inespecificos que podrian inferir en la

cuantificacion (Simpson et al., 2000).
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FLUORESCENCIA

SYBR Green | libre
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Amplificacion PCR
(alineacion y extension)

Producto PCR
(ADN doble cadena)

FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA

Figura 7. Mecanismo de accién del SYBR Green | (www.roche.com.)

Numerosos grupos de investigacion han llevado a cabo trabajos para determinar
la presencia de H. pylori en muestras ambientales mediante el uso de esta técnica.
Nayak y Rose (2007) utilizaron el método gPCR con SYBR Green para para investigar
la ocurrencia de la bacteria en las aguas residuales, y determinar las concentraciones
de H. pylori en el agua. Sus resultados demostraron que la qPCR es un método
especifico, sensible y rapido para la deteccion cuantitativa de H. pylori en las aguas
residuales. Adicionalmente, concluyeron que este método es muy valioso en el
estudio de la prevalencia de H. pylori en aguas y para determinar la posible presencia
de formas viables pero no cultivables de H. pylori en el agua. Sen et al. (2007)
desarrollaron un control interno para la evaluacion y estandarizacion del método de
gPCR para la deteccion de H. pylori en agua potable, y encontraron que, con las
modificaciones realizadas al método, éste puede detectar DNA de H. pylori en niveles
tan bajos como 5 a 10 células/litro de agua. Janzon et al. (2009) desarrollaron,
probaron y optimizaron dos ensayos complementarios de qPCR especificos para la

cuantificacion de ADN de H. pylori en el agua. En su estudio determinaron que el nivel
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minimo de deteccién es de aproximadamente 250 unidades gendmicas de H. pylori

por muestra de agua.

2.3.4.2.3. Hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH)

Durante los ultimos afios se utiliza cada vez mas la técnica de hibridacion in situ
con sondas fluorescentes de oligonucledtidos dirigidas al ARNr (FISH) para la
deteccion e identificacion de especies microbianas en muestras ambientales y la
visualizacién de microorganismos morfolégicamente intactos en su ambiente natural
(Moreno et al., 2007; Pigueres et al., 2006; Moreno et al., 2003a; Amann et al., 1995).

La técnica FISH detecta secuencias de &cidos nucleicos mediante una sonda
marcada por fluorescencia, que hibrida especificamente con la secuencia
complementaria sin dafiar la célula. Esta técnica tiene la gran ventaja que no es
inactivado por los inhibidores que puedan encontrarse en las muestras. También
permite la deteccion de formas viables pero no cultivables, las cuales algunas veces
no son detectadas por PCR debido al poco contenido de ADN (Moreno et al., 2003a;
Amann et al., 1995).

La mayor limitacion del método es su sensibilidad, en funcién de la propia sonda
y de la matriz donde se esté hibridando. El método utilizado para el crecimiento
bacteriano, los métodos de fijaciébn de la bacteria y los agentes utilizados para
embeber la muestra antes de visualizarla parece que ejercen una importante

influencia en la intensidad de la sefial (Fuchs et al., 2001).

La parte mas critica de esta técnica es el disefio de las sondas, que deben ser
suficientemente especificas para unirse Unicamente a la bacteria que se desea
detectar. Segun la molécula de ARNr que vayamos a estudiar (16S o 23S), hay que
tener en cuenta la zona a la que se quiere acceder con la sonda, ya que existen zonas
mas accesibles que otras debido a la conformacién de la molécula de ARN. El tamafio
de las sondas oscila entre 15 y 30 pares de bases y las mas cortas son las que
presentan una mayor accesibilidad, aunque pueden llevar menos marcadores (Fuchs
et al., 2001).
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Existen diferentes métodos de marcaje de sondas. El marcaje fluorescente directo
es el mas usado, ya que es rapido, barato y facil, y no requiere ningan paso posterior
de deteccion tras la hibridacion. Una o mas moléculas de colorante fluorescente se
unen al oligonucledtido, bien quimicamente durante la sintesis a través de un
aminoenlace en el extremo 5" terminal de la sonda, o enziméaticamente, utilizando una
transferasa terminal que une los nucleétidos marcados fluorescentemente al extremo
3" terminal (Fuchs et al., 2001). Los fluorocromos de Ultima generacién emiten una
sefal fluorescente mas intensa y son mucho mas estables frente a la luz (Amann et
al., 1990).

El uso de sondas FISH modificadas tipo LNA (Locked Nucleic Acid) para la
hibridacién in situ hace posible aumentar la especificidad y la sensibilidad de unién
con las regiones de ARNr, debido a sus excelentes propiedades térmicas. Las sondas
LNA son sondas con una modificacion en su anillo de ribosa. Esta modificacion
consiste en la formacion de un puente que conecta el oxigeno 2’ con el carbono 4,
gue confiere a la sonda un aumento en la estabilidad térmica, asi como un aumento
en la especificidad (Figura 8). Por cada nucledtido LNA que contenga la sonda, se
posibilita un aumento entre 1-8 °C en la temperatura de fusion (Tm) del duplex de
ARN-ADN, lo que le confiere mayor estabilidad en condiciones de hibridacién mas

restrictivas y por tanto mas selectivas.

El uso de sondas LNA hace posible que la temperatura de fusiéon pueda alcanzar
valores elevados aun tratdndose de fragmentos cortos y resultan muy adecuadas para
la hibridacioén in situ bajo condiciones estrictas. Se ha demostrado que las sondas
FISH modificadas con LNA superan a las sondas convencionales de ADN en la
deteccion de fragmentos de ARN (Rune et al., 2005).
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Figura 8. Estructura del monémero de LNA. B: Base; Z: grupo terminal (OH); Z*: grupo de
enlace internucleosidico (OH); Y: CH2; X: grupo constitutivo O, S, NR.

Pocos estudios han evaluado la efectividad de FISH para la deteccién directa de
células viables de H. pylori en muestras de agua superficial, potable, marina (Moreno-
Mesonero et al, 2016; Tirodimos et al, 2014; Gido et al, 2011; Piqueres et al, 2006) y
agua tratada con hipoclorito de sodio (Moreno et al., 2007). Moreno et al. (2003a) la
emplearon para la deteccion de H. pylori en agua de rio y aguas residuales,
comparando su eficacia con métodos de cultivo y PCR, detectando mas muestras
positivas que mediante PCR. Aunque esta técnica necesita una evaluacion mas
exhaustiva, ha demostrado ser sensible, especifica, cuantitativa y rapida para

detectar células completas de H. pylori en muestras ambientales.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar la presencia, viabilidad y virulencia de H. pylori en aguas crudas y potables

en tres plantas de potabilizacion de la ciudad de Bogota.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Evaluar la eficacia de diversos métodos de cultivo para la deteccion de H. pylori

en aguas crudas y potables.

3.2.2. Evaluar la eficacia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
convencional y la PCR cuantitativa a Tiempo Real (q-PCR) para la deteccién de H.

pylori en aguas crudas y potables.

3.2.3. Determinar los niveles de contaminacion por H. pylori de las aguas crudas y

potables en las tres plantas de potabilizacion estudiadas.

3.2.4. Estudiar la distribucion de los distintos marcadores genéticos de virulencia de

H. pylori en las aguas crudas y potables analizadas.

3.2.5. Determinar si existe relacion entre los indicadores de contaminacién fecal
(coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor) y la presencia de

H. pylori en aguas crudas y potables.

3.2.6. Determinar si existe relacion entre los parametros fisico-quimicos de control
diario de las plantas de potabilizacion y la presencia de H. pylori en aguas crudas y

potables.

42



4. Materiales y Métodos

4. MATERIALES Y METODOS



4. Materiales y Métodos

4.1. CEPAS BACTERIANAS

Para la realizacion de este estudio se emplearon un total de 10 cepas de
referencia. Entre ellas se incluyeron cepas del género Helicobacter y cepas
representantes de especies bacterianas presentes de forma habitual en las matrices
ambientales objeto de este estudio, procedentes de la American Type Culture
Collection, United States of America (ATCC), National Collection of Type Cultures,

Reino Unido (NCTC) y de la Coleccion de Microorganismos de la Pontificia

Universidad Javeriana (CMPUJ) (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas utilizadas en el estudio

ESPECIE

CEPA - ORIGEN

Arcobacter cibarius
Campylobacter jejuni
Clostridium spp.
Escherichia coli
Helicobacter pylori
Helicobacter pylori
Helicobacter pylori
Helicobacter pylori
Klebsiella pneumoniae

Salmonella enterica

NCTC 11885
NCTC 11168
CMPUJ 262 (Cepa de suelo/CMPUJ)

ATCC 25922
NCTC 11637
NCTC 11638

301 A (Cepa de Biopsia géastrica humana/CMPUJ)

305 C (Cepa de Biopsia géastrica humana/CMPUJ)
ATCC 700603

ATCC 13076
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4.1.1. Condiciones de cultivo de las cepas de referencia

El cultivo de las cepas de H. pylori se llevd a cabo en Agar Brucella Suplementado
(ABS) (Anexo ) a 37°C durante 72 horas en condiciones de microaerofilia (5% de
oxigeno, 11% de diéxido de carbono y 85% de nitrégeno) en incubadora de

anaerobiosis (Thermo Scientific, USA).

El resto de especies incluidas en el estudio se sembraron en un agar nutritivo
(Merck, USA) y se incubaron en condiciones adecuadas para su crecimiento, segun
el manual de manejo de cepas del laboratorio de Indicadores de aguas y lodos (DM-
LIAL-PT 035).

Todas las cepas incluidas en el trabajo se conservaron por duplicado a -20°C y -

80°C en caldo nutritivo adicionado con un 20 y un 50% de glicerol, respectivamente.

4.2. OBTECION DE MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas durante un afio, en el periodo comprendido entre
julio de 2015 y agosto de 2016, con una frecuencia semanal. Las muestras procedian
de 3 plantas o empresas de tratamiento de agua potable (PTAP o ETAP) ubicadas en
la ciudad de Bogota. Se tomd una muestra a la entrada de cada planta (agua cruda)

y otra a la salida de la misma (agua potable).

4.2.1. Estaciones de muestreo — Plantas de Tratamiento de Agua Potable
(PTAP)

4.2.1.1. PTAP 1: Ubicada al norte de Bogotd, capta el agua del rio Bogot4, la
cual es llevada a través de una bocatoma a una laguna o darsena con un tiempo de
retencion hidraulica de 84 horas. Alli el liquido pasa a dos estaciones de bombeo y
llega al canal de aduccidn. Este proceso previo disminuye la concentracion de materia
organica y la carga microbiana por sedimentacion. Trata un caudal promedio de 10.5

m3/s y distribuye el agua a 5 municipios de Cundinamarca y parte del norte de Bogota.
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Tiene un sistema de tratamiento convencional, que consta de: pre-sedimentacion,
coagulacién-floculacion por medio de sulfato de aluminio, cloruro férrico y polimeros;
sedimentacion; filtracion por medio de arena, antracita y grava estratificada y

finalmente desinfeccién con cloro.

4.2.1.2. PTAP 2: Ubicada al sur de Bogot4, recibe agua de la cuenca alta del
rio Tunjuelo, el embalse la Regadera y Chisaca. Esta planta trata un caudal promedio
de 1.6 m¥s y distribuye el agua al sector sur de Bogota. El sistema de potabilizacion
consiste en: un pre tratamiento donde el agua se estabiliza con cal hidratada;
coagulacion—floculacién con sulfato de aluminio granulado; sedimentacién; filtracion

de flujo descendente por medio de lecho de antracita y desinfeccion con cloro.

4.2.1.3. PTAP 3: Ubicada al noreste de Bogota, recibe agua del paramo de
Chingazay el rio Teusaca, los cuales se unen en el embalse San Rafael. Esta planta
trata un caudal promedio de 14 m?/s y distribuye agua al municipio de la Calera y al
70% de la ciudad de Bogota. Su tratamiento se inicia con un proceso de aireacion;
posteriormente el agua pasa a través de tuberias donde se le adiciona sulfato de
aluminio y polimeros cationicos; a continuacion, se realiza una filtracion directa con

arena y antracita y finaliza el proceso mediante desinfeccién con cloro.

4.2.2. Toma de muestra

La toma de muestras para los analisis de coliformes totales, Escherichia coli y
esporas de Clostridium sulfito reductor se realizé siguiendo el protocolo descrito en el
manual Standard Methods 9006 A-3 (APHA, 2012). Para la toma de la muestra se
utilizé un recipiente estéril de polietileno con capacidad de 1000 mL (para analisis de
coliformes totales y E. coli en agua potable) y 500 mL (para todos los analisis del agua
cruda y la determinacion de esporas Clostridium sulfito reductor en agua potable)
debidamente marcados, indicando: sitio de muestreo tipo de muestra, fecha y hora de
la toma de la muestra y responsable del muestreo, junto con el diligenciamiento del
documento de trazabilidad del muestreo denominado “cadena de custodia” (DM-LIAL-
F 024, Anexo VIII) (Figura 9).
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TOMA DE MUESTRA

L PO

1. Hisopo de Moore | 2. Toma directa |

H. pylori E. coli E. coli
1 C. perfringens C. Perfringens
l H. pylori

por72 h. Volumen de muestra 1L. 1
Transporte en frasco estéril, Tomada en sitio el mismo Volumen da muestra
dia del muestreo 500mL. Tomada en
sitio el mismo dia del

muestreo

I En contacto con la muestra

Las muestras se recolectan en frascos estériles, segun
protocolo Standar Methods 9006 A-3 (Ed. 22, 2012)

Figura 9. Metodologia para la toma de muestras de agua potable y cruda.

4.2.2.1. Toma de muestra de Agua Potable

4.2.2.1.1. Toma de muestras de 1000 y 500 mL de agua potable para analisis
de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor

Se tomo6 el frasco de 1000 mL que contiene tiosulfato al 3%, se destap6
procurando no contaminar la superficie interna de la tapa ni el cuello de la botella. El
frasco se colocé justo debajo de la corriente de agua del grifo y se tomé la muestra
de agua sin llenar completamente el recipiente de muestreo, teniendo precaucién en
dejar la camara de oxigeno, alrededor del 20% del frasco vacio. La botella se tapé

inmediatamente (Figura 11).

Para la deteccion de esporas de Clostridium sulfito reductor, se utilizé el frasco de
500 mL y se destap6 procurando no contaminar la superficie interna de la tapa ni el
cuello de la botella. El frasco se colocé justo debajo de la corriente de agua (del grifo)
y se tomé la muestra de agua. La botella se llené completamente, sin dejar camara
de oxigeno. La muestra se identificd de acuerdo a lo anteriormente descrito (seccién
4.2.2).
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Después de ser recolectada la muestra, se mantuvo a una temperatura de 6 — 8°C
hasta su llegada al laboratorio. Las muestras se procesaron antes de 24 horas a partir

del momento de recoleccion.

4.2.2.1.2. Toma de la muestra de agua potable utilizando el método del

“hisopo de Moore”, para el analisis de H. pylori

Para la preparacion del “hisopo de Moore” (OPS/OMS, 2010) se cortd un trozo de
gasa de 40 cm. de ancho x 90 cm. de largo. La gasa se doblé hasta obtener un cilindro
de 10 cm. de largo por 4 cm. de diametro. El centro del cilindro de gasa se até a una
cuerda de nylon de 5 metros de longitud. Se coloc6 en papel kraft y se esteriliz6 a
121°C / 15min (Figura 10).

Figura 10. “Hisopo de Moore” utilizado para la toma de muestra de H. pylori en agua potable.

El hisopo se extrajo de su envase, se colocé en el lugar seleccionado a una
profundidad de 20-30 cm (Figura 11). Después de 72 horas el hisopo se retir6 y se
coloco en un recipiente hermético estéril de boca ancha de 500 mL. El mantenimiento
e identificacion de la muestra se realizaron de acuerdo a lo descrito anteriormente
(seccion 4.2.2y 4.2.2.1.1).

4.2.2.2. Toma de muestra de agua cruda, para analisis de coliformes totales,

E. coli, esporas de Clostridium sulfito reductor y H. pylori
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Se usaron dos recipientes, uno de 500 y el otro de 250 mL. Se tomd la muestra
utilizando el frasco muestreador que existe en la planta en el punto de entrada del
agua cruda (Figura 11). Se retir6 la tapa del frasco de muestreo, procurando no
contaminar la superficie interna de la tapa ni el cuello de la botella. La muestra se
recolectd teniendo en cuenta que se debe hacer aproximadamente en el centro de la
boca de toma y a 10 cm de profundidad, sumergiendo el recipiente boca abajo y
posteriormente dirigiendo la boca contra la corriente. La botella de 500 mL se llené
dejando un volumen vacio aproximado del 20%, para la camara de oxigeno, y se

cerro.

Para la muestra de esporas de Clostridium sulfito reductor, se utilizé la botella de
250 mL, la cual se llené completamente, sin dejar camara de oxigeno, y fue cerrada
inmediatamente. El mantenimiento e identificacion de la muestra se realizaron igual

que como se describioé anteriormente (seccién 4.2.2y 4.2.2.1.1).

TOMA DE MUESTRAAGUAPOTABLE

Figura 11. Toma de muestras de agua potable y cruda.
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4.3. CONCENTRACION DE H. pylori A PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA

Para la concentracion de H. pylori a partir de muestras de agua cruda y potable

se utilizaron las técnicas de centrifugacion y separacion inmunomagnética (SIM).

4.3.1. Centrifugacién de H. pylori a partir de muestras de agua cruda

Para realizar la concentracion de H. pylori a partir de muestras de agua cruda, se
tomaron 200mL de muestra de cada planta de tratamiento de agua (PTAP 1,2 Y 3),
que se centrifugaron a 3000 x g durante 20 minutos. Se descarté el sobrenadante y
el sedimento se resuspendié en 2mL de PBS 1X estéril (Anexo Il). Se tom6 1 mL de
esta suspension, para realizar la concentracién de H. pylori por la técnica de
separacion inmunomagnética. El otro mL se utilizo para los ensayos que se realizaron

sin concentrar por SIM.

4.3.2. Recuperaciéon de H. pylori a partir de muestras de agua potable

Para realizar la concentracion de H. pylori a partir de muestras de agua potable
se utilizd el método del “Hisopo de Moore”, como se describioé anteriormente (seccién
2.2.1.2). El hisopo se sumergié en 200mL de caldo Brucella (Becton Dickinson, Anexo
1.3) enriquecido con Isovitalex 0,4% (Becton Dickinson BBL™, Anexo 1.1.3) y Dent
0,2% (Oxoid, Anexo 1.1.2) y se llevo a agitacion a 500 rpm durante 30 min para
elusion; luego el caldo se incubd a 37°C por 24 h en condiciones de microaerofilia
(5% 02, 11% CO3, 85% N>). Pasado el tiempo de incubacién, se tomaron 150mL de
cada enriguecimiento y se centrifugaron durante 20 min a 3000 x g. Se descarto el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 2mL de PBS 1X estéril. Se tom6 1
mL de esta suspension y se realizé la concentracion de H. pylori por la técnica de

separacion inmunomagnética.

4.3.3. Concentraciéon de H. pylori por separacion inmunomagnética —SIM

El método de separaciobn inmunomagnética utiliza perlas magnéticas

sensibilizadas con anticuerpos monoclonales especificos frente a antigenos de la
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superficie de H. pylori. Tras su union, la muestra se somete a un campo magnético y
estas perlas con la bacteria quedan retenidas y se pueden eliminar el resto de
componentes de la muestra. Este concentrado se puede utilizar posteriormente en

técnicas de cultivo y moleculares.

La sensibilizacién de las perlas se realizé segun el protocolo propuesto por Enroth
y Engstrand (1995). Brevemente: Un volumen de 3 pl del anticuerpo anti-Helicobacter
pylori Ig de conejo (Dako, Dinamarca), a una concentracién de 5.3 mg de proteina /
mL, se incubd con 500 pl de perlas magnéticas (6 to 7 x 108 perlas/mL) (Dynabeads™
M-280, Norvex by Life technologies, Noruega) durante 24 horas a 4°C en agitacion.
Tras el periodo de incubacion, se procedio a la eliminacién del anticuerpo que no se
unié a las perlas. Para ello se realizaron 3 lavados de las perlas con 1 mL de PBS 1X
con un contenido de 0.1% de albumina de suero bovino (BSA, Sigma, USA) agitando
a 18 rpm a 4°C, durante 30 minutos. Después del tercer lavado las perlas
sensibilizadas se resuspendieron en 500 yL de PBS 1X con un contenido de 0.02%

de BSA 'y 0.02% de azida sddica y se conservaron a 4°C.

Una vez sensibilizadas las perlas se realiz6 la comprobacion de union de las
perlas con las células de H. pylori. Para este ensayo se utiliz6 un cultivo de 72 horas
de H. pylori NCTC 11637, que se resuspendié en 1 mL de PBS 1X; se le adicionaron
20 uL de perlas sensibilizadas y se proces6 como se describe a continuacion.
Finalmente, se tomé una alicuota de 10 L y se colocé sobre un portaobjetos, se dejo
secar, se realizd coloracibn de Gram y posteriormente se hizo observacion por

microscopia.

Para la concentracién de las muestras por SIM, se utilizaron los sedimentos
obtenidos por centrifugacion de las muestras, tal como se describi6 en los apartados
anteriores (seccion 4.3.1y 4.3.2). La metodologia que se utilizé para el analisis fue la

siguiente:

A 1mL del sedimento resuspendido en PBS 1X estéril se le adicionaron 20 uL de

perlas sensibilizadas. La mezcla se agité en un mezclador rotacional (Dynabeads ™
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MX1 mixer, Invitrogen, UK) a 18 rpm a 4°C durantelh. Se usé un iman (MPC-s,

Invitrogen, UK) para separar el complejo perlas / H. pylori del resto de muestra.

Se descartd el sobrenadante y el complejo perlas/H. pylori se resuspendié en 1mL
de PBS 1X estéril, que se usé para los métodos propuestos en el presente estudio
(cultivo, PCR, gPCR, FISH). Se utilizaron alicuotas de 400uL para extraccion de ADN;
300uL se conservaron en caldo Brucella con 20% de glicerol a -80°C, 100uL para

siembra en masa, y 200 L para realizar pre-enriquecimiento y cultivo.

4.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE H. pylori por CULTIVO A PARTIR
DE MUESTRAS DE AGUA

4.4.1. Puesta a punto del método de cultivo para deteccion y determinaciéon

de la viabilidad de H. pylori a partir de muestras de agua

Para el aislamiento de las células de H. pylori a partir de muestras de agua, se

evaluaron 3 medios de cultivo diferentes:

1. Agar Brucella BBL™ (Becton Dickinson) suplementado con 5% de sangre de
caballo desfibrinada, 0,2% de DENT (Oxoid) y 0,4% de Isovitalex (Becton
Dickinson BBL™) (Anexo 1.1).

2. Agar HP disefiado por Degnan et al. (2003). (Anexo 1.2).

3. Agar HP (Degnan et al., 2003) suplementado con los siguientes antibiéticos:
acido nalidixico (25mg/L), sulfato de estreptomicina (25mg/L) y kanamicina
(25mg/L) (Anexo 1.2).

Para realizar la evaluacion de los medios de cultivo se utilizaron las cepas de
referencia H. pylori NCTC 11637, H. pylori NCTC 11638, H. pylori 301A y H. pylori

305C. Se llevaron a cabo diferentes ensayos para evaluar distintas metodologias:
1. Se prepard una suspension bacteriana de cada cepa en agua destilada estéril,

con una concentracion de 10°, 10° 10*y 10® UFC/mL. A partir de estas se tomaron

200 pL y se sembraron por triplicado en cada medio de cultivo. Se incubaron por
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un periodo de 3 a 5 dias a 37°C en condiciones de microaerofilia, para determinar

el tiempo Optimo de crecimiento de la bacteria en los medios de cultivo.

Se evaluaron 2 tipos de membranas de policarbonato de tamafio de poro de 0.22
um y 0.45 pm, para probar la efectividad de la filtracibn por membrana en la
recuperacion de H. pylori y eliminacion de microbiota acompafiante. 1mL de las
suspensiones bacterianas de concentraciéon de 10%10° y 10* ufc/mL se
adicionaron a 20 mL de agua destilada estéril y se filtraron. Los filtros se colocaron
en los medios de cultivo y se incubaron por un periodo de 3 a 5 dias a 37°C en
condiciones de microaerofilia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y con

las 4 cepas de referencia de H. pylori mencionadas anteriormente.

Dos litros de agua potable se inocularon con 1 mL de una mezcla de las 4 cepas
de referencia a una concentracion de 108ufc/mL. El frasco que contenia el agua
se dej6 en agitacidn constante durante 24 horas a temperatura ambiente (16°C *
1°C). Pasado este tiempo, la muestra fue procesada de la siguiente forma:
Se filtraron 100 mL de agua utilizando los 2 filtros de membrana de tamafio de
poro diferentes (0.22 y 0.45 um); luego los filtros se colocaron sobre los medios
de cultivo en evaluacion.
200 mL de muestra se centrifugaron a 3000 x g durante 20 min y el sedimento
se resuspendié en 1 mL de PBS 1X estéril. De esta suspension se tomaron 100
UL y se sembraron en masa en cada uno de los medios de cultivo. Los ensayos
se realizaron por triplicado, incubandose por un periodo de 5 a 14 dias a 37°C

en condiciones de microaerofilia.

Finalmente, utilizando la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637 se determiné
el limite/la tasa de recuperacion del medio de cultivo seleccionado. Para esto se
utilizé una suspensién en agua destilada estéril de un cultivo de 48 horas, a la cual
se le realizaron diluciones seriadas de: 10°,10°104,10%,10%10! y 10 ufc/mL. De
cada 1 de estas concentraciones se sembraron 100 uL en masa vy se filtr6 1 mL
utilizando el filtro de membrana que arrojo los mejores resultados de recuperacion
en los ensayos mencionados anteriormente. Todas las placas se incubaron por

un periodo de 5 a 14 dias a 37°C en condiciones de microaerofilia. Los ensayos
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se realizaron por triplicado. Como control negativo para todos ellos se utilizé E.
coli ATCC 25992.

Una vez pasados los tiempos de incubacion se realiz6 la verificacion de los cultivos

utilizando pruebas bioquimicas (catalasa, ureasa y oxidasa) y coloracion de Gram.

4.4.2. Metodologia del cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua

De acuerdo a los resultados obtenidos de la puesta a punto del medio de
cultivo que permite la mejor deteccidbn de H. pylori se utilizaron tres estrategias
diferentes para su aislamiento e identificacion a partir de las muestras de agua cruda

y potable.

4.4.2.1. Cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda

Para el cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda se utilizaron 3

estrategias:

Estrategia 1: Después de la centrifugacion de la muestra, el sedimento fue
resuspendido en PBS 1X (seccién 4.3.1). De esta suspension se tomaron 100pL y se

sembraron en el medio de cultivo seleccionado.

Estrategia 2: Del concentrado obtenido por la técnica de separacion
inmunomagnética y resuspendido en PBS 1X (seccién 4.3.3) se tomaron 100uL y se

sembraron en el medio de cultivo seleccionado.

Estrategia 3: Finalmente, se tomaron 400uL del concentrado obtenido por la
técnica de separacidon inmunomagnética y se enriquecieron en 50 mL de caldo
Brucella suplementado con 0,4% de Isovitalex y 0,2% de Dent (Anexo |), por 24 horas
a 37°C en condiciones de microaerofilia. Pasado el tiempo de incubacion el caldo se
centrifugd a 3000 g por 20 minutos, se elimind el sobrenadante, y el sedimento se
resuspendié en 1 mL de PBS 1X estéril. De esta suspension se tomaron 100 uL y se

sembraron en el medio de cultivo seleccionado.
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Todas las placas de medios de cultivo de cada estrategia se incubaron a 37°C en
condiciones de microaerofilia por 10 dias. Como control positivo se utilizé la cepa de
referencia: H. pylori NCTC 11637 y como control hegativo E. coli ATCC 25992 (Figura
12).

Centrifugacion
. 200mL .
Muestra directa M ——— 3000g/20min

llmL PBS 1X

Enriquecimiento en 50mL
CBS/24ha37°C/
microaerofilia

P
; . I

N\

. / \ Centrifﬁgacién
A Estrategia2 | | 3000g/20m
LRl “Toou | Concentracién S—
' NG porSIM Estrategia 3 1
& 5 2

e TR T

\ Incubacién 37°/ 10 dias/ ‘]_OOpL\-
microaerofilia Siembra en.masa

Figura 12. Metodologia de cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua cruda.

4.4.2.2. Cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable

El cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable se realizé después del
enriquecimiento de la muestra en Caldo Brucella suplementado (con 0,4% de
Isovitalex y 0,2% de Dent) y se utilizaron 3 estrategias:

Estrategia 1: Se tomaron 20mL del caldo Brucella enriquecido, se filtraron usando
una membrana de policarbonato y el filiro fue trasferido al medio de cultivo

seleccionado.

Estrategia 2: 150mL de caldo Brucella pre-enriquecido fueron centrifugados a

3000g por 20 minutos; se descarté el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en

55



4. Materiales y Métodos

2mL de PBS 1X. De esta suspension se tomaron 100uL y se realiz6 siembra en el

medio de cultivo seleccionado.

Estrategia 3: 100uL del concentrado obtenido por la técnica de separacion
inmunomagnética, aplicada al centrifugado anterior (seccién 4.3.2) fueron sembrados

en el medio de cultivo seleccionado.

Todas las placas de medios de cultivo de cada estrategia se incubaron a 37°C en
condiciones de microaerofilia por 10 dias. Como control positivo se utilizé la cepa de
referencia H. pylori NCTC 11637 y como control negativo E. coli ATCC 25992 (Figura
13).

Hisopo de Moore Elusiéon en 200 mL caldo
- Brucella suplementado

Enriquecimiento a 37°C /
24 h / microaerofilia

, 150mL

1mL PBS 1X -

) 4——| Centrifugacién 3000g/20m. I
1Estrateg|a 2

1 Estrategia 3
, 100pL

Siembra masiva

100uL

Siembra en-masa

}

Incubacién 37°/ 10 dias/
microaerofilia

\

Figura 13. Metodologia de cultivo de H. pylori a partir de muestras de agua potable.

Tanto para aguas crudas como potables, después del tiempo de incubacion
las placas de cultivo fueron examinadas para determinar la presencia de colonias

caracteristicas de H. pylori. Las colonias presuntivas de H. pylori fueron subcultivadas
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en el MCS y se les realizaron 3 pruebas bioquimicas, catalasa, oxidasa y ureasa, asi

como coloracion de Gram para determinar la morfologia de las células presentes.

4.4.3. Identificacién molecular de las colonias de H. pylori a partir de

muestras de agua.

Debido a la falta de un sistema de pruebas bioquimicas para la identificacion
especifica de H. pylori, los cultivos se confirmaron mediante FISH y PCR con posterior
secuenciacién. Para ello, las colonias presuntivas de H. pylori que dieron positivas
para las 3 pruebas bioquimicas fueron tomadas y resuspendidas en 2 mL de PBS 1X
estéril. A partir de esta suspensién se tomé una alicuota para fijacién por FISH en las
condiciones descritas mas adelante (seccion 4.5.2.5.1) y otra para la extraccion del
ADN (seccion 4.5.2.1).

Para la identificacion y genotipificacién de H. pylori por PCR convencional se
utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y gimM en las

condiciones descritas méas adelante (seccion 5.1.1.1).

Para confirmar definitivamente la identificacion, los cultivos mixtos con
colonias presuntivas de H. pylori, fueron analizados por PCR y gPCR mediante la
amplificacion de un fragmento del gen vacA y posterior secuenciacion de los
fragmentos amplificados en las condiciones descritas mas adelante (seccion 4.5.2.3
y 4.5.2.4).

4.5. DETECCION E IDENTIFICACION DE H. pylori A PARTIR DE
MUESTRAS DE AGUA CRUDA Y POTABLE MEDIANTE METODOS

MOLECULARES - PCR, gPCR y FISH

4.5.1. Puesta a punto de los métodos moleculares para la deteccion y

genotipificacion de H. pylori a partir de muestras de agua

45.1.1. Aislamiento del ADN gendmico bacteriano a partir de muestras

de agua
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Para la obtencion del ADN gendmico se utilizé el sistema comercial de
extraccion “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Se partié de cultivos puros utilizando las cepas de referencia H. pylori NCTC
11637, H. pylori NCTC 11638, H. pylori 301A y H. pylori 305C, de las cuales se tomo
una cantidad aproximada de 10 pL, que se resuspendieron en 1 mL de tamp6n PBS
1X.

Para comprobar que la extraccibn de ADN se habia realizado correctamente se
prepard un gel con una concentracion de 1% de agarosa en tampon TAE 1X (Tris-
Acético-EDTA) tefiido con 0.02% de SYBR® Safe—-DNA gel stain (Invitrogen, USA).
Se realiz6 la electroforesis del gel a 80 voltios durante 30 minutos. Al finalizar, la
presencia de ADN se comprobd tras visualizacion en el equipo Gel Doc™ XR* Imaging
System Molecular Imager (BIO-RAD, USA).

45.1.2. Puesta a punto de la PCR convencional para deteccion y

genotipificacion de H. pylori en muestras de agua

Para la deteccion y genotipificacién de H. pylori se utilizaron las PCR puestas

a punto como se describe méas adelante (seccion 5.1.1.1) (Tabla 4).

La especificidad de los iniciadores se comprob6 in silico, usando la base de

datos  del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) vy el programa  BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y mediante amplificacion de ADN de las cepas de
referencia: H. pylori NCTC 11637 y 11638, H. pylori 301A y 305C y E. coli ATCC
25922.
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Para la puesta a punto de todas las reacciones de PCR se probaron diversas
concentraciones de iniciadores y ADN. Las concentraciones de iniciadores que se
evaluaron fueron 0.1, 0.3, 0.5 uM, y de ADN 1, 2 y 5 pyL. Para cada gen en estudio se
estandarizaron las temperaturas de hibridaciéon de los iniciadores, para lo que se
evalu6 un rango de temperatura de 46° a 62°C. De igual forma se determinaron los

tiempos de union de los iniciadores, evaluando 30, 45 y 60 segundos.

La especificidad de los iniciadores se comprobd in silico, usando la base de

datos  del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) vy el programa  BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y mediante amplificacion de ADN de las cepas de
referencia: H. pylori NCTC 11637 y 11638, H. pylori 301A y 305C y E. coli ATCC
25922.

4.5.2. Deteccion e identificacion de H. pylori a partir de muestras de agua

cruday potable mediante PCR, gPCR y FISH

45.2.1. Extraccion de ADN gendmico a partir de las muestras de agua

Para la obtencion del ADN gendmico se utilizo el sistema comercial de extraccion

“‘DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

En la Figura 14 se describe la metodologia realizada para la extraccién del ADN.
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400 pl de suspensidn del método IMS agregar 200 pl de buffer AL + 20pL de Proteinasa K.
Incubar a 56°C / 10 min.

\ 4

Adicionar 200ul de etanol (96%). Mezclar con vortex.

Transferir la mezcla a una columna Dneasy Mini y la columna dentro de un tubo de coleccién de 2ml.

Centrifugar a 8000 rpm/1 min. Descartar el eluido y el tubo de coleccién.

|

Colocar la columna en un tubo de coleccidén. Adicionar 500 pl de buffer AW1. Centrifugar a 8000 |

rpm/1 min. Descartar el eluido y el tubo de coleccién |
\ v

|

Colocar la columna en un tubo de coleccidn. Adicionar 500 pl de buffer AW2. Centrifugar a )
14.000 rpm/3 min. Descartar el eluido y el tubo de coleccién

4

Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga.

Para eluir el DNA adicionar 200 plL de buffer AE. Incubar 1 min a T° ambiente (15-25°C). )
Centrifugar a 8.000 rpm/1 min. Descartar la columna y preservar el DNA a -20°C.

Figura 14. Metodologia para la obtencién del ADN genomico a partir de las muestras de agua
cruda y potable.

4.5.2.2. Deteccion y genotipificacion de H. pylori presente en el agua por PCR

convencional mediante la amplificacion de los genes ureA, cagA, gimM y vacA

Para la deteccion de H. pylori presente en las muestras de agua se utilizaron los
genes ureA (gen que codigfica para una subunidad de la ureasa) y gimM (gen que

codifica para la fosfoglucosamina mutasa).

Para la genotipificacion de H. pylori presente en las muestras de agua se utilizaron
los genes: cagA (gen que codifica la citotoxina CagA) y vacA (gen que codifica la
proteina vacuolizante VacA, formas alélicas s1, s2, m1 y m2). Para la amplificacion
de las formas alélicas sl y s2, se utilizaron un par de iniciadores que amplifican los
dos alelos de forma simultanea, diferenciandose por el tamafio del fragmento que
amplifican. De igual forma, se realiz6 para la amplificacion de las formas alélicas m1
y m2 (Tabla 4).
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A continuacion, se describen las secuencias de los iniciadores y el tamafio del

producto amplificado de cada uno de los genes utilizados (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias de los iniciadores para amplificacion de los genes ureA, cagA, vacA
(sl/s2 y m1/m2) y gimM de H. pylori por PCR

- Tamanfo del
en ;
Secuencia de los Iniciadores Producto Referencia
blanco o
Amplificado
F: 5-GGGTATTGAAGCGATGTTTCCT -3 Moreno et al.,
UreA  R:5-GCTTTTTTGCCTTCGTTGATAGT -3 136pb  2003ayTwing
etal., 2011
F: 5-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3’ Yamaoka et al.,
cagA . 349 pb
R: 5-CTGCAAAAGATTGTTTGCGAGA- 3 1998
Atherton et al.,
vacA F: 5-ATGGAAATACAACAAACACC-3" s1: 259 pb )
1995y Erzin et
(s1/s2) R:5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC- 3’ s2: 286 pb
al., 2006
vacA F: 5-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’ ml: 570 pb = Yamaoka et al.,
(m1/m2) R:5-GCGTCTAAATAATTCCAAGG- 3’ m2: 645 pb 1998

F: 5-TTATCGGTAAAGACACCAGAAA-3
glmM 134 pb He et al., 2002
R: 5"-ATCACAGCGCATGTCTTC-3"

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando la mezcla comercial GoTag®
Green Master Mix (Promega, M7123, USA) compuesta por un tampon de reaccién
(pH 8.5) que contiene la ADN Polimerasa, dATP 400uM, dGTP 400uM, dCTP 400uM,
dTTP 400uM y MgCl, 3mM. El volumen final para cada reaccion fue de 10 L, con

una concentracion de 1U de master mix Tag polimerasa.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
al 2% en tampén TAE 1X (Tris-Acético-EDTA) teflido con 0.02% de SYBR® Safe—
DNA gel stain (Invitrogen, USA), a 80 voltios durante 60 minutos. Al finalizar, la
presencia de los fragmentos amplificados se comprobd mediante visualizaciéon en el

equipo Gel Doc™ XR* Imaging System Molecular Imager (BIO-RAD, USA).
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45.2.3. Confirmacion de la presencia de H. pylori mediante
secuenciacion de los productos de PCR del gen vacA y analisis bioinformatico

Para la amplificacion por PCR convencional del gen vacA de H. pylori se
utilizaron las secuencias de los iniciadores propuestos por Nilsson et al. (2002), que
amplifican un fragmento de 372 pb del gen vacA (Tabla 6). Las condiciones de

amplificacioén utilizadas fueron las establecidas por Piqueres et al. (2006) (Tabla 5).

La especificidad de todos los iniciadores utilizados en este estudio, se

comprobd in silico, usando la base de datos del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov) y el

programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y mediante amplificacion de ADN
de las cepas de referencia H. pylori NCTC 11637 y 11638, H. pylori 301A y E. coli
ATCC 25922.

Tabla 5. Condiciones de la PCR para la amplificacion del gen vacA de H. pylori.

. Tiempo
Nombre Programa Ciclos Temperatura (°C)
(h:mm:ss)
Desnaturalizacion 1 95 0:05:00
Desnaturalizaciéon
) . 94 0:01:00
Union de iniciadores
) 33 57 0:01:00
Extensién del
72 0:01:00
producto
Extensién Final 1 72 0:05:00
Enfriamiento 1 40 Continuo

Como volumen final de cada reaccion se utilizaron 50 pL, con una
concentracion de iniciadores de 0.5 pL (10Mm), 1 uL de ADN y 25 uL de master mix
Tag polimerasa (1U) (GoTag® Green Master Mix, Promega, USA). Los productos
amplificados fueron analizados por electroforesis al 2% de agarosa teflido con 0.02%
de SYBR® Safe—DNA gel stain (Invitrogen, USA).
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Las muestras que presentaron un fragmento de 372 pb fueron confirmados por
secuenciacion utilizando el método de Sanger (Macrogen, Korea). Las secuencias
fueron comparadas por alineamiento del gen vacA de H. pylori usando el software
BLASTN (GenBank numeros de secuencias: AF049653.1 — CP003904.1AJ438914.1
—U95971.1 https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

4.5.2.4. Deteccion y cuantificacion de H. pylori presente en el agua

mediante la amplificacion del gen vacA por gPCR

El gen vacA es un gen constitutivo, presente en todas las cepas de H. pyloriy
se encuentra una sola copia del gen en el cromosoma de H. pylori, por tanto 1 unidad
gendmica (UG) equivale a 1 célula de la bacteria (Bernard et al., 2005).

Para la amplificacién de un fragmento de 372pb del gen vacA de H. pylori se
utilizaron las secuencias de los iniciadores propuestos por Nilsson et al. (2002) (Tabla

6).

Tabla 6. Secuencias de los iniciadores del gen vacA de H. pylori.

Nomenclatura iniciadores Secuencia de nucleo6tidos

VacF 5-GGC ACA CTG GAT TTG TGG CA- 3

VacR 5-CGC TCG CTT GAT TGG ACA GA- 3

El volumen final de reaccion fue de 20 pL con una concentracion de: 2 pL de
Light-Cycler® FastStart DNA SYBR Green | (Roche Applied Science, Spain), 1.6 pL
de MgCl; (50 mM), 0.5 pL de cada iniciador (20 mM) y 2 puL de ADN. Las condiciones
de amplificacion utilizadas fueron las propuestas por Santiago et al. (2015) (Tabla 7).
El ADN de la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637 fue utilizada como control
positivo y las cepas A. cibarus NCTC 11885, C. jejuni NCTC 11168 y una mezcla de
reaccion sin ADN fueron utilizadas como control negativo en los andlisis de gPCR.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla 7. Condiciones de la qPCR para la deteccion de H. pylori.

Nombre . . o Temperatura Tiempo Rampa Modo
Ciclos Tipo andlisis -
Programa (°C) (h:mm:ss) T°(°C/s) Adquisicion
Denaturacién 1 Ninguno 95 0:10:00 20 Ninguno
o 95 0:00:10 20 Ninguno
Amplificacion o )
40 Cuantificacién 62 0:00:05 20 Ninguno
72 0:00:16 20 Sencilla
95 0:00:00 20 Ninguno
Fusion 1 Curva fusion 72 0:00:15 20 Ninguno
95 0:00:00 0.1 Continuo
Enfriamiento 1 Ninguno 40 0:00:30 20 Ninguno

Para la cuantificacion de H. pylori presente en las muestras de agua cruda y
potable, se utilizé la curva estandar previamente descrita por Santiago et al. (2015).
En resumen, se utiliz6 el ADN de la cepa de referencia H. pylori NCTC 11637, se
realizaron diluciones seriadas a concentraciones de 10° a 10 unidades gendmicas

(UG)/uL. Los andlisis para cada dilucion de ADN se realizaron por triplicado.

La temperatura de fusion (Tm) para los iniciadores vacA es de 85°C. Se
tomaron como positivas las muestras que presentaron valores de Tm = 86.5y 84.5°C
(Figura 15). La eficiencia de los analisis fue calculada por el método de la segunda
derivada méxima, y se obtuvo una eficiencia de 1.853. El limite de cuantificacion fue
establecido en 10 log de unidades gendémicas o células de H. pylori/uL, teniendo en

cuenta que solo hay una copia del gen vacA en el genoma de H. pylori.

Adicionalmente, para la confirmacion de todos los resultados positivos de la
gPCR, los productos amplificados fueron visualizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% preparado con 0.01% GelRed (Biotium, USA). La homologia de la
secuencia amplificada con el correspondiente fragmento del gen vacA de H. pylori fue
determinado por secuenciacion, utilizando el método de Sanger (Macrogen, Korea).

Las secuencias fueron comparadas por alineamiento del gen vacA de H. pylori usando
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el software BLASTn del National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http:www.ncbi.nim.nih.gov. blast).
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Figura 15. Grafica de deteccion y cuantificacion de H. pylori por gPCR. (A) Curva que

muestra el pico de temperatura de fusion (Tm) para el fragmento del gen vacA amplificado.
(B) Curva de amplificacion del gen vacA.

Se realizaron los andlisis de las muestras de agua cruda y potable para
determinar la cantidad de ADN de H. pylori presente en las mismas. Ademas, se
calculdé el nimero mas probable de unidades gendmicas de acuerdo con la cantidad
de ADN medido, segun Linke et al. (2010): el peso del genoma de H. pylori (1667.867
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pb) se calcul6 con el peso medio de pares de bases (1.096 E21 g/pb) para determinar

el nUmero probable de genomas de H. pylori dentro de la cantidad medida del ADN.

Unidades gendémicas (UG)= Concentracién de ADN (fg)

Masa genémica?

a En el caso de H. pylori para el gen vacA, este valor equivale a 1.76 fg

4.5.2.5. Deteccion e identificacion de H. pylori mediante hibridacion in

situ con sondas fluorescentes (FISH)

El uso de FISH es una técnica alternativa para la deteccién de H. pylori en
muestras de agua. Las muestras que se analizaron por FISH fueron las que resultaron
positivas por cultivo. Como control positivo de los andlisis se utilizd la cepa de
referencia NCTC 11637 y como control negativo E. coli ATCC 25922.

Para la deteccion de H. pylori se utilizé la sonda LNA-HPY disefiada por
Moreno et al. (2003a), complementaria a una regién especifica de 16S ARNr,
sintetizada por EXIQON (Exigon A/S Vedvaek, Dinamarca) y marcada Cyanine 3
(CY3), que emite fluorescencia en el espectro del rojo (580 nm). En todas las
hibridaciones se empleé una combinacién de tres sondas complementarias a una
region del ARNr 16S del dominio Eubacteria (EUB338) como control positivo (Tabla
8). Estas sondas hibridan con todas las bacterias que pueden estar presentes en la

muestra (Amann et al., 1990).

Tabla 8. Secuencia de las sondas LNA-HPY y EUB338.

Nomenclatura sondas Secuencia de nucleétidos

LNA-HPY 5-CTGGAGAGAC+TAAGCCC+TCC-3
EUB338-I 5-GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3
EUB338-lI 5- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3
EUB338-llI 5- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3
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Las sondas EUB388 fueron sintetizadas y marcadas por TIB MOLBIOL (Berlin,
Alemania), con 5(6)-carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide éster (FLUOS) que

emite fluorescencia en el espectro del verde (495 nm).

Para la deteccidn e identificacién de H. pylori por FISH se realiz6 el protocolo

establecido por Moreno et al. (2003a), que se describe a continuacion:

45.2.5.1. Fijacion de las muestras

Para llevar a cabo la fijacién de las células se tom6 una alicuota de 250 pL del
sedimento resuspendido en PBS 1X y se centrifugd 8 min a 8000 rpm. El
sobrenadante fue descartado y el sedimento se resuspendié en 1mL de solucién de
PBS 1X a la que se adiciond paraformaldehido al 4% en proporcién 1:3 (Anexo I1.2).
Esta solucién se mantuvo durante 3 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, se
centrifugé a 8000 rpm durante 8 min, el sobrenadante se descarté y el sedimento fue

resuspendido nuevamente en 1mL de PBS 1X.

El procedimiento de lavado se repitid tres veces. Finalmente, el sedimento fue
resuspendido en 1ml de la solucién de PBS 1X/etanol absoluto 1:1 (v/v). Las muestras

ya fijadas fueron almacenadas a -20°C hasta la hibridacion.

4.5.2.5.2. Hibridacioén In situ

Una alicuota de 10uL de cada muestra fijada se deposité en el pocillo de un
portaocbjetos de diagnostico previamente preparado con gelatina (Anexo 11.2). A
continuacion, el portaobjetos se dejé secar al aire, y se procedié a realizar 3
deshidrataciones sucesivas, sumergiendo el portaobjetos en volimenes de 100 mL

de etanol a concentraciones 50, 80 y 100%, durante 3 minutos cada una.

Una vez secos los portaobjetos, a cada uno de los pocillos se le adicion6 10 pL
de tampdn de hibridacién (0.9M NacCl, 0.01% SDS, 20nM Tris-HCI, 35% Formamida,
pH 7.6) (Anexo 11.2) conteniendo 50 ng de sonda marcada con el correspondiente

fluorocromo.
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La reaccién de hibridacién se llevo a cabo a 46°C en condiciones de oscuridad
segun Moreno et al. (2003). El portaobjetos se introdujo en posicion horizontal en un
tubo de 50 mL, en el que se introdujo previamente una base de papel de celulosa
humedecida con el mismo tampdn de hibridacién. El tiempo de hibridacién fue de 90

minutos.

Una vez finalizada la hibridacion, se procedié al lavado del portaobjetos 2 veces
con 1mL de solucién de lavado (20nM Tris-HCI, 0.01% SDS, 80mM NaCl, 5mM EDTA)
(Anexo 11.2) atemperado a 48°C. A continuacioén, el portaobjetos se dejé sumergié en
50 mL de la solucion de lavado para eliminar el resto de sonda que no se hubiera
unido al ARNr. El tiempo de lavado fue de 15 minutos, manteniéndose a 48°C en
oscuridad. A la solucién de lavado se le afiadié 700 yuL de NaCl (0.5M) condicionada

por el porcentaje de formamida utilizada en la hibridacién (Anexo 11.2).

Tras los 15 minutos del lavado, los portaobjetos se lavaron con agua ultrapura y
se secaron al aire en oscuridad. Posteriormente, se agregé 1 gota de medio de
montaje para fluorescencia (Vectashield, Mounting médium for fluorescense, H-100,
VECTOR) entre el cubre y el portaobjetos, para reducir la perdida de fluorescencia de

las sondas cuando se esté realizando la observacién microscopica.

Por ultimo, se realizo la visualizacion mediante un microscopio de epifluorescencia
Olympus BX 50 con los filtros U-MWB, U-MWIB y U-MWIG. Las fotografias se

realizaron con la camara Olympus DP-12 (Olympus, Alemania).

4.6. ANALISIS DE INDICADORES BACTERIANOS DE ORIGEN FECAL EN
AGUAS

Tanto en aguas potables como crudas, durante el estudio se cuantificaron los
niveles de coliformes totales y E. coli, los cuales son exigidos por la normatividad
colombiana como indicadores de la calidad del agua para consumo humano
(Resolucion 2115 de 2007 y Decreto 1594 de 1984).
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4.6.1. Técnica de filtracion por membrana para la cuantificacion de
coliformes totales y E. coli en aguas potables y crudas - ISO 9308-1 (2014)

El recuento de coliformes totales y E. coli en aguas se realiz6 segun el
protocolo ISO 9308-1 (2014). Para el agua cruda se realizaron diluciones seriadas de
la muestra (desde 10! a 103), se tomaron 1mL de cada dilucién y se filtré; para el

agua potable se filtr6 un volumen de 100mL de la muestra directamente.

Las muestras se filtraron utilizando membranas de nitrocelulosa con tamafio
de poro de 0,45 ym; una vez realizado el proceso de filtracion las membranas se
colocaron sobre agar Chromocult coliformes (Merck, Alemania) con suplemento
selectivo para E. coli/coliformes y fueron incubadas durante 21 (+3) h a 36°C (¥2°C).
Las colonias azul oscuro/purpura se identificaron como E. coli; las colonias rojas se
identificaron como coliformes totales. Como control positivo se utilizé E. coli ATCC
25922 y control negativo, Salmonella entérica subsp. Entérica serovar Entiritidis
ATCC 13076.

4.6.2. Técnica de filtracibn por membrana para la cuantificacién de
esporas de Clostridium sulfito reductor en aguas potables y crudas - ISO 6461-
2 (1986)

Para la deteccién y cuantificacion de esporas de Clostridium sulfito reductor
se utilizé el método de filtracion por membrana ISO 6461-2(1986). Las muestras tanto
de agua potable como cruda fueron incubadas a 75°C durante 15 minutos, con el fin
de pasar de la forma vegetativa de la bacteria a la forma esporulada. Para el agua
cruda se realizaron diluciones seriadas de la muestra (desde 10 a 10°3), se tomé 1mL
de cada dilucion y de la muestra sin diluir y se filtré; para el agua potable se filtr6 un

volumen de 100mL de la muestra directamente.

Las muestras se filtraron utilizando membranas de nitrocelulosa con tamafio
de poro de 0,22um; una vez realizado el proceso de filtracidon las membranas se
colocaron sobre agar SPS (Merck, Alemania) y se adicioné a cada una de las placas

de 2 a 5 mL de agar SPS, a una temperatura entre 45 a 60°C, cubriendo toda la
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membrana con el fin de asegurar la anaerobiosis. Las placas se colocaron en jarra de
anaerobiosis con un sobre de anaeroGen (AnaeroGen™, Oxoid) y se incubaron
durante 44 (+4) h a 37 °C (x2°C). Las colonias de color negro se reportaron como
esporas de Clostridium sulfito reductor. Como control positivo se utilizé Clostridium
spp. CMPUJ 262 y control negativo Escherichia coli ATCC 25922.

4.7. Andlisis de parametros fisicoquimicos en aguas

Los analisis fisicoquimicos fueron realizados usando los protocolos del manual
Standard Methods (APHA, 2012) que se referencian en la Tabla 9. Los datos de estos
analisis fueron suministrados por las plantas de tratamiento de agua potable en

estudio.

Tabla 9. Parametros fisicoquimicos analizados en el estudio.

Técnica
Turbiedez UNT Nefelométrico SM 2130-B
Conductividad uS/cm Electrométrico SM 2510-B
pH NA Electrométrico SM 4500-H-B
Cloro residual libre mg/L Cl, Colorimétrico DPD SM 4500- CL- F

UNT: Unidades de turbidez; uS/cm: microSiemens / centimetro; NA: No aplica; mg/L Cl.: miligramos de
Cloro / Litro

4.8. Analisis estadistico

Para determinar el numero de muestras (n) se aplicé una “estadistica
descriptiva”, teniendo en cuenta el historico de 4 afios de parametros fisico-quimicos
(pH, conductividad y turbidez) y microbiolégicos (coliformes totales) de cada planta
de potabilizacion en estudio (PTAP 1, 2 y 3). Para el andlisis estadistico, se trabaj6
con una confianza del 90% y se determin6é que, para tener un grupo de datos
estadisticamente representativos, se evaluarian un total de 318 muestras, siendo 159
muestras de agua cruda y 159 de agua potable (p <0,05, a = 0,10). El programa
estadistico utilizado fue SPSS vr. 22.
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Para determinar si existe correlacion entre la concentracion de los indicadores
de contaminacién fecal (coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito
reductor) y la presencia y/o ausencia de H. pylori en el agua cruda y potable, se realizé
un andlisis estadistico bivariado (software “IBM SPSS Statistics 24”) utilizando
el coeficiente de correlacion de Spearman, p (rho), teniendo en cuenta el criterio
rho>0,95 y delta rho<0,001. Este coeficiente es una medida de la correlacion (la

asociacion o interdependencia) entre dos variables aleatorias continuas.

De igual forma, para determinar si existe correlacién entre las variaciones de
los parametros fisicoquimicos analizados (pH, conductividad, turbidez y cloro residual
libre) y la presencia y/o ausencia de H. pylori en el agua cruda y potable, se realiz6
un andlisis bivariado (software “IBM SPSS Statistics 24”), utilizando el coeficiente de

correlacion de Spearman, p (rho).

La interpretacion de coeficiente de Spearman, oscila entre -1 y +1,
indicandonos asociaciones negativas o positivas respectivamente. Cero significa no
correlacion, pero no independencia. El hecho que exista correlacién entre las
variables no implica que exista causalidad o independencia entre ellas. Las

diferencias en los valores de los datos se consideraron significativas a p <0,05.

En todos los analisis realizados se utiliz6 como variable independiente la
presencia de H. pylori y como variables dependientes los indicadores bacterianos de
contaminaciéon fecal, coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito
reductor, asi como los pardmetros fisico-quimicos: pH, turbidez, conductividad y cloro

residual libre
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5.1. DETECCION Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE Helicobacter
pylori A PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA

Tras la evaluaciéon de los 3 medios de cultivo especificos para la deteccién y
aislamiento de H. pylori a partir de muestras de agua, se observé crecimiento de H.
pylori en los medios de cultivo Agar Brucella suplementado (ABS) (Xx= 5.8 x 10°
ufc/mL) y Agar HP (X= 3.8 x 102 ufc/mL). En el caso del Agar HP suplementado con
antibiéticos no se observo crecimiento a ninguna de las concentraciones evaluadas
(Figura 16).

Figura 16. Crecimiento de colonias de H. pylori NCTC 11637 en Agar Brucella
Suplementado. A. H. pylori NCTC 11637 a concentracion 106 ufc/mL. B. H. pylori NCTC 11637
a concentracion 10° ufc/mL.

Los resultados obtenidos tras el recuento de colonias sobre la superficie de
los medios de cultivo evaluados mostraron que en el Agar ABS se recuperaron 2
unidades logaritmicas méas que en las placas con Agar HP. Por esta razon todos los
cultivos para el aislamiento y deteccion de H. pylori a partir de las muestras de agua

se realizaron en el Agar ABS.
El filtro de membrana de 0.22 um generd los mejores resultados de

recuperacion de H. pylori y el tiempo de incubacién de las muestras 6ptimo fue de 10

dias a 37°C en condiciones de microaerofilia (5% O2, 11% CO3, 85% Ny).
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Una vez seleccionado el medio de cultivo a utilizar y las membranas de
filtracion, se determiné el limite de deteccién del medio de cultivo ABS, en 3.0 x 10!
ufc/mL (Figura 17).

Figura 17. Limite de deteccion de H. pylori NCTC 11637 sobre Agar Brucella Suplementado.

5.1.1. Deteccion e identificacion de H. pylori a partir de muestras de agua

cruda por cultivo

El ensayo realizado para determinar la unién de las perlas sensibilizadas con
las células de H. pylori NCTC 11637, mostr6 que las perlas se unian tanto a las formas

cocoides como bacilares de la bacteria (Figura 18).
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Figura 18. Union de células bacilares y cocoides de H. pylori NCTC 11637 con las perlas
inmunomagnéticas.

En la Tabla 10, se recogen los resultados obtenidos a partir de las tres
metodologias de cultivo propuestas en este estudio, para la deteccion de H. pylori en

agua cruda: siembra directa de la suspension de la muestra a partir de la
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centrifugacion, siembra del concentrado de la muestra mediante la técnica de
separacion inmunomagnética (SIM) y siembra de la muestra después del
preenriquecimiento e incubacion en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24

horas.

Se obtuvieron 136 cultivos mixtos (los cuales correspondian a 94 de 155
muestras) con alta presencia de microbiota acomparfiante y colonias presuntivas para
H. pylori. Al no obtener colonias aisladas de H. pylori, se tomé parte del crecimiento
microbiano presente en las placas y se realiz6 confirmacion preliminar mediante
coloracién de Gram y 3 pruebas bioquimicas: ureasa, catalasa y oxidasa, las cuales
fueron positivas, por tanto, estos resultados fueron presuntivos para la presencia de
H. pylori (Figura 19).

Figura 19. Pruebas bioquimicas de ureasa (A), catalasa (B) y oxidasa (C) para confirmacion
presuntiva de H. pylori por cultivo en muestras de agua cruda.

En 5 muestras se observaron posibles colonias presuntivas de H. pylori por
las 3 estrategias de cultivo evaluadas. Asi mismo, se observaron colonias presuntivas

de H. pylori en 32 muestras por 2 de las 3 estrategias evaluadas (Figura 20).
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Figura 20. Crecimiento microbiano en agar Brucella suplementado en cultivo mixto con
presencia de colonias presuntivas de H. pylori a partir de muestras de agua cruda.

La estrategia de separacion inmunomagnética (SIM, estrategia 2) presento
resultados similares en las 3 PTAP, con resultados positivos entre 25%-28.3%, siendo
esta la estrategia con menor porcentaje de muestras positivas. De igual forma, la
estrategia de siembra a partir del preenriguecimiento de la muestra (estrategia 3)
mostro resultados similares en las 3 PTAP, con porcentajes entre 26%-31%. En
cuanto a la estrategia de cultivo de siembra directa a partir de la concentracion de la
muestra por centrifugacion (estrategia 1), en las PTAP 2y 3 arrojé el mayor porcentaje
de muestras positivas (36.5% y 40% respectivamente), mientras que en la PTAP 1

fue la estrategia con menor nimero de muestras positivas (22.6%).

Tabla 10. Deteccion presuntiva de H. pylori mediante las tres estrategias de cultivo para
muestras de agua cruda.

Planta Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3
(Siembra Directa) (SIM) (Enriquecimiento)
PTAP 1 22.6 % (12/53) 28.3% (15/53) 26,4% (14/53)
PTAP 2 36.5% (19/52) 25% (13/52) 30,8% (16/52)
PTAP 3 40% (20/50) 26% (13/50) 28% (14/50)
Total 32.9% (51/155) 26.4% (41/155) 28.4% (44/155)
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5.1.1.1. Puesta a punto de la PCR convencional para la deteccién y

genotipificacion de H. pylori

Para la identificacién y genotipificacion de H. pylori por PCR convencional se

utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y gimM.

Tras los diversos ensayos de puesta a punto, las concentraciones 6ptimas
fueron: 0.3 uM de iniciadores, 1 pL de ADN por muestra y 10 pyL de volumen final de
reaccion (Tabla 11 y Figura 21).

Tabla 11. Condiciones 6ptimas de la PCR para amplificacion de los genes ureA, cagA, vacA
(s1l/s2 y m1/m2) y gimM de H. pylori.

_ Tiempo
Gen Nombre Programa Ciclos Temperatura (°C)
(mm:ss)
Desnaturalizacion 1 94 02:00
Desnaturalizacién 0 94 00:30
Union de iniciadores 60 00:20
ureA )
Extension del producto 72 00:30
Extension final 1 72 05:00
Enfriamiento 1 10 Continuo
Desnaturalizacion 1 95 00:02
Desnaturalizacion 20 95 01:00
Unién de iniciadores 47 01:00
cagA 3
Extension del producto 74 01:00
Extension final 1 72 05:00
Enfriamiento 1 10 Continuo
Desnaturalizacion 1 95 00:02
vacA Desnaturalizacion . 95 01:00
(sl/s2)  Unibn de iniciadores 52 01:00
vacA Extension del producto 72 01:00
(m1/m2) Extension final 1 72 05:00
Enfriamiento 1 10 Continuo
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Desnaturalizacion 1 95 00:02
L 00:50
Desnaturalizacion 94
y o 35 00:50
Union de iniciadores 56
glmM y 01:00
Extension del producto 72
Extension final 1 72 05:00
Enfriamiento 1 10 Continuo
ureA 60°C

MP

1000 pb

500 pb

136 pb

vacA (s1/s2) 52°C vacA (m1/m2) 52°C

s2:286 pb
s1:259 pb
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g/mM 56°C

1000 pb

500 pb

Figura 21. Estandarizacién de las temperaturas de unién de los iniciadores para la
amplificacion por PCR de los genes en estudio de H. pylori. A. gen ureA. B. gen cagA. C. gen
vacA (s1/s2). D. gen vacA (m1/m2). E. gen gimM. MP: marcador de peso molecular; 1. Control
negativo; 2. H. pylori NCTC 11637; 3. E. coli ATCC 25922.

5.1.1.2. Identificacién genotipica de los cultivos presentes en el agua

cruda

Para la identificacion y genotipificacion de H. pylori por PCR convencional se
utilizaron los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas s1/s2 y m1/m2) y gimM. Para
cada reaccion se utilizaron 10 pL como volumen final, con una concentracion de

iniciadores de 0.3 uM, 1 uL de ADN y 1U de master mix Taq polimerasa (Promega).

PCR. Se analizaron por PCR los 136 cultivos mixtos con colonias presuntivas
para H. pylori, correspondientes a 94 de las 155 muestras de agua cruda. Solo en el
33.5% (52/155) de las muestras se pudo amplificar al menos 2 de los genes en

estudio.

gPCR. De igual forma, los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H.
pylori, fueron analizados por gPCR mediante la amplificacién de un fragmento del gen
vacA. Mediante esta técnica, se identificaron aislamientos procedentes de las

diferentes estrategias de cultivo evaluadas. (Tablas 13, 14 y 15).
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Para confirmar los resultados obtenidos mediante PCR a partir de los cultivos
mixtos, se secuenciaron los fragmentos amplificados del gen vacA (Tablas 12, 13, 14
y 15). Los resultados de las secuencias amplificadas se verificaron con las secuencias
contenidas en las bases de datos del GenBank mediante el programa BLAST
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov). El fragmento amplificado a partir de 26 cultivos de las
155 (16.8%) muestras (Tablas 13, 14 y 15) presentaba una homologia del 98-100%
con el gen vacA de H. pylori (GenBank numeros de acceso: AF049653.1 —
CP003904.1AJ438914.1 — U95971.1).

La PTAP 3 fue la que presentd el mayor nimero de muestras positivas, con
un 24% (12/50), seguido por la PTAP 2 con 15.4% (8/52). La planta que presento el
menor nimero de muestras positivas por cultivo fue la PTAP 1, con 11.3% (6/53)
(Tabla 12).

En la PTAP 1, la estrategia de siembra a partir de la concentracion de la
muestra por SIM (estrategia 2) fue la que presenté el mayor nimero de muestras
positivas. En las PTAP 2 y 3 la estrategia mas efectiva fue la de siembra directa a
partir de la suspension obtenida por la centrifugacion de las muestras (estrategia 1)
(Figura 22).

15

Numero de muestras positivas

7
5
4 4
3 3
2
PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 Total

Plantas de Tratamiento de Agua Potable

" DIRECTA ™ SIM PREENRIQUECIMIENTO

Figura 22. Muestras de agua cruda positivas para H. pylori por las estrategias de cultivo
evaluadas en las plantas de tratamiento.
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FISH. Se procedi6 a la identificacion de H. pylori a partir de los 26 cultivos
mixtos que incluian las colonias caracteristicas y que habian sido confirmados por
secuenciacién del gen vacA. Para ello se fijaron y se hibridaron con la sonda HPYL-
LNA. Tras la observacion al microscopio de epifluorescencia se confirmé que los 26
cultivos obtenidos mediante las 3 estrategias de cultivo contenian células de H. pylori,
tanto en forma bacilar como cocoide (Figura 23), lo que confirmd de nuevo que las
colonias caracteristicas presentes en los cultivos, a pesar de no poderse purificar,

pertenecian a H. pylori (Tablas 13, 14 y 15).

En la Figura 23(A) se observa la hibridacion de las células de H. pylori con la
sonda HPYL-LNA, y en la 23(B) la hibridacion de las células con las sondas EUB 338.

Figura 23. Identificacion por FISH de H. pylori en la muestra de agua cruda N° 17 de la PTAP
2, siembra directa a partir de la suspension después de la centrifugacion. (A) Hibridacion con
la sonda HPYL-LNA. (B) Hibridacién con las sondas EUB 338 (Publicado en: Vesga et al.,
2018).
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Tabla 12. Deteccién e identificacion de H. pylori en el agua cruda en las tres plantas de
potabilizacién por el método de cultivo.

Método de Confirmacion

PTAP 1

PTAP 2

PTAP 3

Pruebas bioquimicas
PCR genotipos
gPCR gen vacA
FISH

PCR gen vacA

Homologia del gen vacA

49.1% (26/53)
20.7% (11/53)
11.3% (6/53)
11.3% (6/53)
17% (9/53)
11.3% (6/53)

69.2% (36/52)
34.6% (18/52)
15.4% (8/52)
15.4% (8/52)
17.3% (9/52)
15.4% (8/52)

64% (32/50)
28% (14/50)
24% (12/50)
24% (12/50)
24% (12/50)
24% (12/50)

82



5. Resultados

Tabla 13. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 1.

gPCR gen PCR gen Homologia

Muestra Colonias Bioguimicas PCR FISH Genotipos
vacA vacA gen vacA
CT3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CT4 Ha Positivo ) ) Q] ) ) NA
CTi11 Hc Positivo ) ) -) ) -) NA
CT18 Habc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivabe 99% cagA-,vacAsl/ml
CT20 Hc Positivo ) ) ) ) “) NA
CT21 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo PositivaP 99% cagA-,vacAsl/ml
CT22 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CT23 Ha Positivo ) “) ) - “) NA
CT24 Hb Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-vacAsl/ml
CT25 Hc Positivo () ) () ) ) NA
CT26 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/m1l
CT27 Ha Positivo ) ) () ) ) NA
CT28 Hbc Positivo ) ) “) “) ) NA
CT30 Habc Positivo Positivo ureA ) ) Positivo® ) NA
CT31 Hab Positivo ) ) Q] ) () NA
CT33 Hb Positivo Positivo ureA ) () Positivo ) NA
CT34 Hab Positivo Positivo ureA ) ) Positivoa? ) NA
CT35 Hac Positivo ¢) ) ) ©) ) NA
CT37 Habc Positivo ¢) ) ©) ©) Q] NA
CT39 Hbc Positivo () ) () ) ) NA
CT42 Hbc Positivo ) ) ) -) ) NA
CT44 Hc Positivo ) ¢ ©) ©) ) NA
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CT45
CT46
CT47
CT51

Hc
Hb
Hbc
Hbc

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

)
)
Positivo ureA

)

©)
©)
G
()

©)
G
©)
()

©)
G
©)
)

G
G
©)
()

NA
NA
NA
NA

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento;

(-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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Tabla 14. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 2.

gPCR gen PCR gen Homologia

Muestra Colonias  Bioquimicas PCR FISH Genotipos
vacA vacA gen vacA

CD3 Hb Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 96% cagA-,vacAsl
CD4 Ha Positivo Positivo ureA -) “) ) ) NA

CD5 Ha Positivo Positivo ureA ) “) ) ) NA

CD6 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 96% cagA-,vacAsl/ml
CD7 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
CD8 Hac Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA

CD12 Hc Positivo ) -) ) ) ) NA

CD13 Hc Positivo ) ) ) ) ) NA

CD16 Hc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl
CD17 Hac Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo? 99% cagA-,vacAsl/ml
CD18 Hc Positivo ) ) ) ) ) NA

CD19 Ha Positivo ) ) “) “) ) NA

CD20 Hbc Positivo ) “) ) ) ) NA

CD21 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CD22 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo PositivaP 99% cagA-,vacAsl/ml
CD23 Hb Positivo ) ) ) ) ) NA

CD25 Hab Positivo ) ) ) ) ) NA

CD26 Hab Positivo () () ) ) ) NA

CD27 Hab Positivo -) ) ) ) ) NA

CD28 Hac Positivo ) ) ) ) ) NA

CD30 Hc Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA

CD32 Hc Positivo ) ) ) ) ) NA
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CD33
CD34
CD36
CD37
CD39
CD43
CD44
CD46
CD47
CD49
CD50
CD51
CD52
CD53

He
Hab
Hab

Hb

Hb

Ha

Hc

Hc

He

Hc
Hab
Hac

Hb
Hab

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Q)
Positivo ureA
Positivo ureA
Positivo ureA
Positivo ureA

()
Positivo ureA

)

Q)

()
Positivo ureA
()
©)

Positivo ureA,gimM

©)
()
G
()
©)
()
©)
()
©)
()
©)
()
©)

Positivo

G
G
G
()
©)
©)
©)
©)
©)
G
©)
©)
)

Positivo

¢
Positivo?
©)
¢
¢
¢
)
¢
©)
©)
¢
©)
©)

Positivo2

©)
G
©)
()
©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
()
98%

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

cagA+vacAsl

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento;

(-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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Tabla 15. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua cruda en la PTAP 3.

) gPCR gen PCR gen Homologia
Muestra Colonias Bioquimicas PCR FISH Genotipos
vacA vacA gen vacA

Cw3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
Cw4 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CW5 Hac Positivo ¢) ) Q] ©) ) NA

CwWeé Ha Positivo () () ) ) ) NA

CwW7 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAs1/m2
Ccw9 Hab Positivo ¢ ) ) Q] ) NA

CW10 Hc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAsl
Ccw11 Hb Positivo ¢) ¢) Q) ) ¢ NA

CW12 Hac Positivo ¢ ¢) Q) ©) Q) NA

Cwi4 Hc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CWw16 Hc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
CW19 Ha Positivo ) ¢) Q] ) Q) NA

CW20 Hb Positivo ¢) ) ¢) ©) ) NA

Cw21 Ha Positivo Positivo ureA,gimM  Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
Cw22 Hac Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Paositivo© 99% cagA-,vacAsl/ml
cw23 Hb Positivo () ) ) ) ) NA

Cw24 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
Cw26 Habc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivoab 99% cagA-,vacAsl/ml
cw27 Hab Positivo ¢) ) ©) ) Q) NA

Ccw28 Hab Positivo ¢) ¢ ©) ) ¢ NA

Cws31 Ha Positivo ¢ ¢ ©) ) ©) NA

Cw33 Ha Positivo O ) ¢) ) ) NA
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CWw34
CW35
CW36
Cw39
Cw42
Cw45
CW46
Cw49
CW50
Cw51

Hab
Hc
Habc
Hb
Hac
Hc
Hab
Hc
Ha
Hc

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo ureA
)
Q]

Positivo ureA
)

Positivo ureA
)
)

Positivo ureA,gimM

)

)
)
¢
()
©)

Positivo

©)
)

Positivo

)

©)

¢

¢

©)

¢
Positivo

¢

¢
Positivo

©)

G
G
G
()
©)

Positivo

©)
©)

Positivo

G

G
G
G
()
©)

98%

©)
©)

98%

G

NA
NA
NA
NA
NA
cagA-,vacAs2/ml
NA
NA
cagA-,vacAsl
NA

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: siembra directa; b: siembra a partir de SIM; c: siembra después de preenriquecimiento;

(-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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5.1.2. Deteccidn e identificacion de H. pylori a partir de muestras de agua

potable por cultivo

Para la identificacion por cultivo de H. pylori a partir de aguas potables,
también se utilizaron 3 estrategias diferentes. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos mediante la identificacion por coloracién de Gram y pruebas bioquimicas,
encontramos un total de 137 cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori, que
correspondian a 101 del total de las 155 muestras de agua potable analizadas. Al
igual que en el agua cruda, en el agua potable tampoco se logr6 el aislamiento de
colonias de H. pylori, solo la presencia de colonias presuntivas en cultivos mixtos. En
4 muestras se observaron colonias presuntivas de H. pylori por las 3 estrategias de
cultivo evaluadas. Asi mismo, se observaron colonias presuntivas de H. pylori en 27

muestras por 2 de las 3 estrategias evaluadas (Figura 24).

Figura 24. Crecimiento bacteriano en agar Brucella suplementado a partir de muestras de
agua potable por filtracion por membrana tras enriquecimiento. Cultivo mixto con colonias
presuntivas de H. pylori (A). Detalle de las colonias (B).

Como se observa en la Tabla 16, el método de filtracion por membrana
(estrategia 1) fue el que proporcioné mayor porcentaje de muestras positivas en las 3
plantas de tratamiento. En cuanto a la siembra realizada a partir de la SIM (estrategia
3) y la siembra después del preenriquecimiento (estrategia 2) mostraron los mismos
resultados en las PTAP 1y 2 0 (26.4% y 21.1% respectivamente). En la PTAP 3 la
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estrategia de cultivo a partir de SIM (estrategia 3) fue la que dio el menor nimero de

muestras positivas (16%).

Tabla 16. Deteccion presuntiva de H. pylori mediante las tres estrategias de cultivo para
muestras de agua potable.

Estrategia 1 Estrategia 2 )

_ » , i Estrategia 3
Planta (Filtracién por (Siembra después de SV

membrana) Preenriguecimiento)
PTAP 1 41.6% (22/53) 26.4% (14/53) 26.4% (14/53)
PTAP 2 38.5% (20/52) 21.2% (11/52) 21.2% (11/52)
PTAP 3 54% (27/50) 20% (10/50) 16% (8/50)
TOTAL 44.5% (69/155) 22.6% (35/155) 21.3% (33/155)

5.1.2.1. Identificacién genotipica de los cultivos presentes en el agua

potable

PCR. Se analizaron por PCR los 137 cultivos presuntivos para H. pylori,
realizando la amplificacién de los genes ureA, cagA, vacA (formas alélicas m1/m2 y
s1/s2) y gimM. Sélo en el 32.3% (50/155) de las muestras se obtuvo amplificacion de

al menos 2 de los genes en estudio.

gPCR. Los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori, fueron
analizados por qPCR para la deteccion de un fragmento del gen vacA, identificandose
aislamientos procedentes de las diferentes estrategias de cultivo evaluadas. (Tablas
18, 19 y 20). Del mismo modo que en el caso de las aguas crudas, para confirmar los
resultados obtenidos mediante PCR se secuenciaron los fragmentos amplificados del
gen vacA (Tablas 17, 18, 19 y 20). Los resultados verificaron que en los cultivos del
19.4% (30/155) de las muestras (Tablas 18, 19 y 20) las secuencias amplificadas
presentaban una homologia del 98-100% con el gen vacA de H. pylori (GenBank
numeros de acceso: AF049653.1 — CP003904.1AJ438914.1 — U95971.1).
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La PTAP 3 fue la que present6 el mayor nimero de muestras positivas, con
un 24% (12/50), seguido por la PTAP 1 con 18.9% (10/53). La planta que presenté
el menor nimero de muestras positivas por cultivo fue la PTAP 2 con 15.4% (8/52)
(Tabla 17). En la Figura 25, se muestra el nimero de muestras positivas por las 3
estrategias de cultivo evaluadas en las plantas de tratamiento. Observamos que en la
PTAP 1 con las 3 estrategias evaluadas se obtuvo el mismo nimero de muestras
positivas. En cuanto a las plantas PTAP 2 y 3 la estrategia mas efectiva fue la de

filtracidn por membrana (estrategia 1) seguida por la de SIM (estrategia 2).

18
16
14
12
10

Numero de muestras positivas

o N B~ OO

PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3 Total

Plantas de Tratamiento de Agua Potable

W FILTRO ®™SIM PREENRIQUECIMIENTO

Figura 25. Muestras de agua potable positivas para H. pylori por las estrategias de cultivo
evaluadas en las plantas de tratamiento.

FISH. Se procedi6 a la identificacion de H. pylori a partir de los 30 cultivos
mixtos que incluian las colonias presuntivas de H. pylori y que habian sido
confirmados por secuenciacién del gen vacA. Tras la observacién al microscopio de
epifluorescencia se confirmé que los 30 cultivos mixtos obtenidos mediante las 3
estrategias de cultivo contenian células de H. pylori, tanto en forma bacilar como
cocoide, por lo que se confirmé que las colonias presuntivas presentes en los cultivos

mixtos, a pesar de no poderse purificar, pertenecian a H. pylori (Tablas 18, 19 y 20).
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Tabla 17. Deteccioén e identificacion de H. pylori en el agua potable en las tres plantas de
potabilizacién por el método de cultivo.

Método de Confirmacion

PTAP 1

PTAP 2

PTAP 3

Pruebas bioguimicas
PCR genotipos
gqPCR gen vacA
FISH

PCR gen vacA

Homologia del gen vacA

64.2% (34/53)
24.5% (13/53)
18.9% (10/53)
18.9% (10/53)
20.8% (11/53)
18.9% (10/53)

61.5% (32/52)
28.8% (15/52)
15.4% (8/52)
15.4% (8/52)
17.3% (9/52)
15.4% (8/52)

64% (32/50)
44% (22/50)
24% (12/50)
24% (12/50)
24% (12/50)
24% (12/50)

92



5. Resultados

Tabla 18. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 1.

gqPCR gen PCR gen Homologia

Muestra Colonias Bioquimicas PCR FISH Genotipo
vacA vacA gen vacA

PT1 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA

PT3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
PT6 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
PT10 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA

PT11 Ha Positivo ) () -) () ) NA

PT12 Ha Positivo ) ) () ) ) NA

PT13 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA

PT14 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PT15 Hbc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo PositivoP 99% ,cagA-,vacAsl/ml
PT16 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA

PT17 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA

PT18 Hb Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PT20 Hc Positivo ) ) ) ) ) NA

PT21 Hbc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo® 99% cagA-,vacAsl/ml
PT22 Hc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAm1l
PT23 Hb Positivo ) ) () ) () NA

PT24 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
PT25 Hbc Positivo ) ) ) ) ) NA

PT26 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PT27 Hbc Positivo ) ) ) ) ) NA

PT28 Hab Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA

PT30 Hac Positivo Positivo ureA ) ) Positivo? ) NA
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PT31
PT32
PT33
PT34
PT35
PT41
PT42
PT43
PT44
PT45
PT48
PT51

Ha
Ha
Habc
Ha
Ha
Hc
Ha
Habc
Hac
Hc
Hbc
Hc

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Q]

Q)

Q)

©)

)

¢

¢)
Positivo ureA
Positivo ureA

Q)

Q]

Q)

Q]
Q]
Q)
©)
¢)
¢)
)
Positivo
Q)
Q]
Q)
Q)

Q)
¢
Q)
()
Q)
¢
Q)
Positivo
Q)
¢
Q)
¢

Q]
Q)
Q)
©)
Q]
¢)
)
Positivo©
Q)
Q)
Q)
Q)

©)
)
©)
)
©)
)
©)
99%
©)
)
©)
)

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
cagA-,vacAs2/m2
NA
NA
NA
NA

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtracion por membrana (tamafio de poro 0,22um); b: siembra a partir de SIM; c:

siembra después de preenriquecimiento; (-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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Tabla 19. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 2.

qPCR gen PCR gen Homologia

Muestra Colonias Bioquimicas PCR FISH Genotipo
vacA vacA gen vacA
PD2 Ha Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PD3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/ml
PD4 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 97% cagA-,vacAsl/m1l
PD5 Hc Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PD7 Hac Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PD8 Hc Positivo ) () ) ) ) NA
PD12 Ha Positivo ) “) ) ) ) NA
PD13 Hab Positivo ) () ) ) ) NA
PD14 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA+,vacAsl/ml
PD15 Hc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PD16 Hb Positivo ) -) ) ) ) NA
PD18 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo2® 99% cagA-,vacAsl/ml
PD23 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo? 99% cagA-,vacAs1l/ml
PD24 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo PositivoP 99% cagA-,vacAsl/ml
PD25 Ha Positivo ) -) ) ) ) NA
PD27 Ha Positivo ) () ) ) ) NA
PD28 Hbc Positivo ) -) ) ) ) NA
PD29 Habc Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivoabe 99% cagA-,vacAs2/ml
PD30 Hbc Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PD31 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA
PD32 Hab Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PD33 Hbc Positivo Positivo ureA ) ) Positivo® ) NA
PD37 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA
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PD39
PD40
PD41
PD44
PD45
PD47
PD48
PD52
PD53

Ha
Ha
Ha
Hb
Hbc
Hc
Hbc
Hc
Hc

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Q)
Q)

Q)
Positivo ureA
Q)
©)

Q)

Q)

Q)

()
©)
()
©)
()
©)
()
©)
()

G
©)
G
©)
G
©)
©)
©)
©)

©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)

G
©)
G
©)
G
©)
©)
©)
©)

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtracion por membrana (tamafio de poro 0,22um); b: siembra a partir de SIM; c:

siembra después de preenriquecimiento; (-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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Tabla 20. Identificacion de los cultivos mixtos con colonias presuntivas de H. pylori en agua potable en la PTAP 3.

Muestra Colonias Bioquimicas PCR FISH qPCR gen PCR gen Homologia Genotipo
vacA vacA gen vacA
PW1 Hbc Positivo Positivo ureA ¢) ) ) ) NA
PW2 Ha Positivo Positivo ureA ¢) ) ) “) NA
PW3 Hb Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAsl/m1l
PwW4 Ha Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 99% ,cagA-,vacAs1l/ml
PW6 Hc Positivo Positivo ureA Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1l/m1l
PW9 Ha Positivo Positivo ureA ) ) ) ) NA
PW11 Ha Positivo “) “) “) “) “) NA
PW12 Hb Positivo ) ) () ) ) NA
PW13 Ha Positivo ) ) ) ) ) NA
PW14 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA+,vacAsl/ml
PW15 Ha Positivo ) “) ) ) ) NA
PW16 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PW18 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo PositivoP 99% cagA-,vacAsl/ml
PW20 Hac Positivo ) Q) Q] ©) ) NA
PW23 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 98% cagA-,vacAs1l/m1l
PwW24 Ha Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo 99% cagA-,vacAsl/ml
PW25 Ha Positivo ) “) “) “) “) NA
PW26 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivoa® 99% cagA-,vacAsl/ml
PW27 Hb Positivo ) ©) ©) ) Q) NA
PW28 Hab Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivo? 99% cagA-,vacAs2/ml
PW29 Hac Positivo Positivo ureA,gimM Positivo Positivo Positivoa 99% cagA-,vacAs2/m1
PW30 Hac Positivo ) ) ) ) ) NA
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PW31
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PW36
PW38
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PW40
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PW44
PW49
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Ha
Ha

Hab
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Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
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Positivo ureA
Positivo ureA
Positivo ureA
Positivo ureA
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Positivo ureA
¢
Positivo ureA

Positivo ureA

G

Q)
Q)
Q)
©)
Positivo
)
¢)
)
Q)
Q)

Q)
Q]
Q)
©)
Positivo
)
)
)
Q]
Q]

Q]
Q)
Q)
©)
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)
)
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©)
G
G
)
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©)
©)
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NA
NA
NA
NA
cagA-,vacAs2/m1lm2
NA
NA
NA
NA
NA

Nomenclatura de los cultivos: H: Helicobacter pylori; a: filtracion por membrana (tamafio de poro 0,22um); b: siembra a partir de SIM; c:

siembra después de preenriquecimiento; (-): negativo para H. pylori; NA: no aplica.
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Figura 26. Porcentaje de la presencia e identificacion de H. pylori por cultivo en aguas crudas
y potables en las tres plantas de potabilizacién.

Por el método de cultivo se ha determinado la presencia de células cultivables
de H. pylori en aguas crudas y potables. Para la PTAP 1 se obtuvo una mejor
recuperacion en el agua potable, con un 18.9% (10 muestras) que en el agua cruda,
11,3% (6 muestras). Para la PTAP 2 se pudo cultivar H. pylori a partir de 8 muestras
(15,4%) en ambos tipos de agua. y en la PTAP 3 encontramos 12 (24%) muestras
positivas por cultivo tanto para agua cruda como potable (Figura 26). En 56 de las
310 muestras analizadas se logré el cultivo de H. pylori, pero no la obtencion de
colonias aisladas, por tanto, su confirmacion se realiz6 a través de pruebas

moleculares y secuenciacion.

5.2. Deteccion e identificacion de H. pylori a partir de muestras de agua

cruday potable mediante métodos moleculares

5.2.1. Deteccién de H. pylori en aguas crudas y potables por PCR

convencional

Para realizar la deteccién de H. pylori por PCR convencional, se utilizaron las

condiciones previamente estandarizadas y descritas anteriormente (seccién 5.1.1.1.).
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Mediante amplificacion de los genes ureA, cagA, vacA (s1/s2 y m1/m2)y gimM de H.
pylori se obtuvo un total de 60 muestras positivas (60/155, 38,7%).

Para confirmar la presencia de H. pylori en todas las muestras en las que las
PCR habian resultado positivas, se procedi6 a la amplificacibn y posterior
secuenciacion de un fragmento del gen vacA. Los resultados obtenidos confirmaron
la deteccion de H. pylori s6lo en el 22,6% de las 155 muestras de agua analizadas.
Las PTAP 2 y 3 presentaron el mayor porcentaje de deteccién, 26,9 y 26%
respectivamente, mientras que en el agua cruda de la PTAP 1 se detecté H. pylori

s6lo en el 15,1% de las muestras (Tabla 21).

Tabla 21. Deteccion de H. pylori en el agua cruda en las tres plantas de potabilizacién por
PCR.

Muestras Muestras Muestras
Planta amplificadas paralos amplificadas gen confirmados por
genes de deteccion* vacA secuenciacion**
PTAP 1 30.2% (16/53) 15,1% (8/53) 15,1% (8/53)
PTAP 2 34.6% (18/52) 32.7% (17/52) 26,9% (14/52)
PTAP 3 52% (26/50) 30% (15/50) 26% (13/50)
Total 38.7% (60/155) 25.8% (40/155) 22.6% (35/155)

* genes ureA 'y glmM; ** confirmadas por secuenciacion del gen vacA.

En cuanto al agua potable, se observo un menor numero de falsos positivos al
realizar la PCR que en el agua cruda, obteniendo un rango de muestras positivas para
la presencia del ADN de H. pylori de 38—40%. Una vez confirmadas las muestras por
secuenciacién del gen vacA, encontramos que el rango de deteccién del ADN de la
bacteria en el agua potable de las tres plantas de potabilizacion fue del 24-29%,
siendo la PTAP 2 la que present6 el mayor numero de muestras positivas, con un
28.8%. En la PTAP 1 fueron positivas el 28.3% y en la PTAP 3, el 24% (Tabla 22).
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Tabla 22. Deteccion de H. pylori en el agua potable en las tres plantas de potabilizacion por
PCR.

Muestras Muestras Muestras
Planta amplificadas paralos amplificadas gen confirmados por
genes de deteccion* vacA secuenciacion**
PTAP 1 39.6% (21/53) 28.3% (15/53) 28.3% (15/53)
PTAP 2 38.5% (20/52) 32.7% (17/52) 28.8% (15/52)
PTAP 3 38% (19/50) 24% (12/50) 24% (12/50)
Total 38.7% (60/155) 28.4% (44/155) 27.1% (42/155)

* genes ureA y gimM; ** confirmadas por secuenciacién del gen vacA.

Teniendo en cuenta el total de muestras analizadas (155 muestras de cada
tipo de agua) encontramos que el porcentaje de deteccion del ADN de H. pylori por el
método de PCR fue mayor en el agua potable que en el agua cruda, obteniéndose un

27.1%y 22.6% respectivamente.

5.2.2. Caracterizacidn genotipica y secuenciacion de H. pylori en las tres

plantas de potabilizacién estudiadas.

En las Tablas 23 a 28 se muestran los resultados de la caracterizacion
genotipica y el resultado del porcentaje de identidad (ID) resultante de la
secuenciacién del amplicon del gen vacA presente en las muestras positivas para H.
pylori tanto en aguas crudas como potables. Las muestras que presentaron una
similaridad (porcentaje de identidad) con el genoma del gen vacA de H. pylori 297%
fueron consideradas como positivas para la deteccién e identificacion de este
microorganismo en las muestras de agua. Las secuencias obtenidas se resumen en

el anexo VI.

5.2.2.1. Caracterizacion genotipica de H. pylori en la PTAP 1

Muestras analizadas: 53 de Agua Cruda y 53 de Agua Potable
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Tabla 23. Caracterizaciéon genotipica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 1.

Muestra Genotipo presente en lamuestra  ldentidad de la secuencia del

gen vacA
4 ureA, gimM, cagA -, vacAs1/m1m2 ID= 98%
5 ureA, glmM, cagA -, vacAs1l/ml ID=98%
8 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
13 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
16 ureA, cagA -, vacAsl/ ml ID= 98%
21 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ ml ID=99%
24 ureA, cagA -, vacAsl/ ml ID= 99%
39 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ m2 ID=99%

Muestras confirmadas por secuenciacién del gen vacA: 8 (53) muestras.

Tabla 24. Caracterizaciéon genotipica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 1.

Muestra  Genotipo presente en la muestra  ldentidad de la secuencia del

gen vacA
1 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
2 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
3 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
4 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
5 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID= 98%
6 ureA, cagA -, vacAsls2/ml ID=97%
7 ureA, cagA -,vacAsl/ml ID= 98%
9 ureA, cagA -,vacAsl/m2 ID=97%
10 ureA, cagA -,vacAsl/ml ID=97%
11 ureA, glmM, cagA -,vacAsl/ml ID=98%
12 ureA, cagA -,vacAsl/ml ID=98%
13 ureA, gimM, cagA -, vacAs1l/ml ID=99%
16 ureA, cagA -, vacAs2/ml ID= 100%
23 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID=98%
24 ureA, glmM, cagA+, vacAsl/m1l ID=99%

Muestras confirmadas por secuenciacion del gen vacA: 15 (53) muestras.
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5.2.2.2. Caracterizacion genotipica de H. pylori en la PTAP 2
Muestras analizadas: 52 de Agua Cruda y 52 de Agua Potable.

Tabla 25. Caracterizacion genotipica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 2.

_ Identidad de la secuencia del
Muestra Genotipo presente en la muestra

gen vacA
1 ureA, cagA -, vacAml ID=99%
3 ureA, cagA -, vacAs2/ml ID=98%
4 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
7 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
8 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
13 ureA, glmM, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
15 ureA, glmM, cagA -, vacAs1l/ m1l ID=99%
16 ureA, cagA -, vacAsls2/ml ID=99%
17 ureA, cagA -, vacAsl ID=99%
21 ureA, glmM, cagA -, vacAsl/ml ID=100%
23 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID=99%
24 ureA, glmM, cagA+, vacAs1l/m2 ID=99%
38 ureA, cagA+, vacAm2 ID= 100%
40 ureA, cagA -, vacAml ID=98%

Muestras confirmadas por secuenciacion del gen vacA: 14 (52) muestras.

Tabla 26. Caracterizacidn genotipica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 2.

_ Identidad de la secuencia del
Muestra Genotipo presente en la muestra

gen vacA
2 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
3 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
4 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
6 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID=98%
7 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
9 ureA, gimM, cagA -, vacAs1l/ml ID=99%
11 ureA, gimM, cagA -, vacAs1l/ml ID=99%
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12 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ ml ID=98%
13 ureA, glmM, cagA -, vacAs1l/ml ID= 100%
15 ureA, cagA -, vacAsl/m2 ID=100%
16 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
17 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=100%
23 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID= 99%
24 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=100%
31 ureA, cagA -, vacAml ID=99%

Muestras confirmadas por secuenciacion del gen vacA: 15 (52) muestras.

5.2.2.3. Caracterizacion genotipica de H. pylori en la planta PTAP 3

Muestras analizadas: 50 de Agua Cruda y 50 de Agua Potable.

Tabla 27. Caracterizacién genotipica de H. pylori presente en el agua cruda de la PTAP 3.

_ Identidad de la secuencia del
Muestra  Genotipo presente en la muestra

gen vacA
4 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
6 ureA, cagA -, vacAsl ID=98%
7 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 99%
8 ureA, glmM, cagA -, vacAs1/m2 ID=97%
9 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
10 ureA, glmM, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
13 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
16 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
18 ureA, glmM, cagA -, vacAs2/m1m2 ID= 100%
21 ureA, glmM, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
24 ureA, gimM, cagA+, vacAsl/m1l ID=99%
31 ureA, gimM, cagA -, vacAm1m2 ID=97%
38 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/m1l ID=99%

Muestras confirmadas por secuenciacion del gen vacA: 13 (50) muestras.
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Tabla 28. Caracterizaciéon genotipica de H. pylori presente en el agua potable de la PTAP 3.

_ Identidad de la secuencia del
Muestra Genotipo presente en la muestra

gen vacA
2 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
3 ureA, cagA -, vacAs2/ml ID=98%
4 ureA, cagA -, vacAsl/ml ID= 98%
6 ureA, gimM, cagA -, vacAs1/m2 ID=98%
7 ureA, gimM, cagA -, vacAsl/ml ID=98%
9 ureA, gimM, cagA -, vacAs1l/ml ID=98%
10 ureA, cagA+, vacAsl/ml ID= 98%
11 ureA, gimM, cagA -, vacAs1l/ml ID=99%
16 ureA, cagA -, vacAsls2/ml ID= 99%
25 ureA, glmM, cagA -, vacAsl/ml ID=99%
26 ureA, cagA -, vacAsl ID=99%
31 ureA, cagA -, vacAml ID=99%

Muestras confirmadas por secuenciacion del gen vacA: 12 (50) muestras.

En cuanto a los genes de virulencia de H. pylori evaluados, se encontré que el
gen cagA esta presente en el 2.6% (4/155) de las muestras de agua cruda y en el
3.9% (6/155) de las muestras de agua potable analizadas. Del gen vacA, la
combinacién alélica mas prevalente fue vacAsl/ml, encontrandose en el 15.5%
(24/155) de las muestras de agua cruda y en el 20.6% (32/155) de las muestras de
agua potable analizadas. El gen glmM se detect6 en el 11% (17/155) de las muestras

de agua cruda y en el 7.7% (12/155) de las muestras de agua potable analizadas.

En el total de las muestras analizadas hemos encontrado que el genotipo
vacAsl/ml esta presente en el 18.1% (56/310) de las muestras analizadas. El gen
cagA se encontrd en el 3.2 % (10/310) de las muestras analizadas. El gen gimM en

9.3% (29/310).
En cuanto a la distribucion del genotipo vacAsl/ml en las 3 plantas, se

encontré el mayor porcentaje en el agua potable con respecto al agua cruda. En el

agua potable de la PTAP 2 se encontré el mayor porcentaje, 26,9%. En cuanto a la
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presencia del gen cagA, ha sido mas prevalente en el agua potable de la PTAP 1y el
agua cruda de la PTAP 2 con un 5,7% y %,8% respectivamente. En el agua cruda de
la PTAP 3 se encontré el mayor porcentaje del gen gimM (18%), en los aislamientos
de H. pylori de la PTAP 2 estuvo presente en el 7,7% de las muestras tanto de agua
cruda como potable, y para este gen en el caso de las muestras de agua cruda y
potable de la PTAP 3 fue donde se encontré el menor porcentaje, 7,5% y 5,7%

respectivamente (Tabla 29).

Tabla 29. Genotipo y genes presentes en el agua cruda y potable de las 3 plantas
potabilizadoras.

Genotipo / PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3
Gen Cruda Potable Cruda Potable Cruda Potable
13,2% 22,6% 13,5% 26,9% 18% 14%
vacAsl/m1l
(7/53) (12/53) (7/52) (14/52) (9/50) (7/50)
57% 5,8% 3,8% 2% 2%
cagA+ 0%
(3/53) (3/52) (2/52) (1/50) (1/50)
7.5% 57% 7.7% 7.7% 18% 10%
glmM

(4/53) (3/53) (4/52) (4/52) (9/50) (5/50)

5.2.3. Deteccidon y cuantificacion de H. pylori por qPCR

Del total de las 310 muestras analizadas, se detect6 ADN de H. pylori
mediante gPCR en 77 muestras (24.8%).

En el 10.7% (33/310) de las muestras fue posible cuantificar la presencia de
H. pylori, con valores de concentracion entre 5.77 y 2.12 x 10°® unidades gendémicas
(UG) reaccién y valores de Ctde 25.64 a 34.85 (Figuras 27 y 28). Las demas muestras
positivas (44/310, 14.2%) no pudieron ser cuantificadas debido a que el valor del Ct
sobrepasaba el umbral de fiabilidad (>35 ciclos). Todos los resultados quedan

recogidos en el anexo Ill.
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Figura 27. Tm de muestras de agua cruda y potables positivas para el gen vacA de H. pylori.
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Figura 28. Curvas de amplificacion del gen vacA de H. pylori en muestras de agua.
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En el agua cruda de las 3 plantas de tratamiento, el ADN de H. pylori fue
detectado en un 15-27% de las muestras analizadas, de las cuales fue posible
cuantificar 13 (37.1%) muestras positivas. En el agua potable, H. pylori fue detectado
en 24-29% de las muestras analizadas, pudiéndose cuantificar 20 de las 42 (47.6%)
muestras positivas (Tabla 30). Las muestras que dieron positivas, pero en las que la
cuantificacién no fue posible (Ct >35 ciclos), se verificaron por electroforesis en gel
de agarosa, observandose la banda correspondiente al fragmento especifico de 372
pb de H. pylori (Figura 29). De igual forma, todos los resultados positivos fueron

confirmados por secuenciacién del gen vacA.

El control de la presencia de inhibidores de la Tag-polimerasa en el agua cruda
y potable mostré que no habia inhibicién de la reaccién en las muestras. La diferencia
entre los Ct de las muestras inoculadas y el control positivo no superé el valor de 1
ciclo, por lo que se detect6 la misma cantidad de ADN de H. pylori en muestray control

inoculados.

Tabla 30. Deteccion y cuantificacién del gen vacA de H. pylori por gPCR en aguas.

Agua Cruda Agua Potable
Planta

Detectadas Cuantificadas Detectadas Cuantificadas

PTAP1  15.1% (8/53) 7.6% (4/53)  28.3% (15/53) 11.3% (6/53)

PTAP2  26.9% (14/52)  5.8%(3/52)  28.8% (15/52) 9.6% (5/52)

PTAP3  26% (13/50) 12% (6/50) 24% (12/50) 18% (9/50)
Total  22.6% (35/155) 8.4% (13/155) 27.1% (42/155)  12.9% (20/155)

108



5. Resultados

Figura 29. Electroforesis que muestra el fragmento especifico del gen vacA amplificado de
H. pylori en muestras de agua cruda y potable. Lineas 1 y 10: marcador de 100pb; linea 2:
Control positivo H. pylori NCTC 11637; lineas 3,5 y 7: muestras de agua potable; lineas 4y 8:
muestras de agua cruda; linea 6: E. coli ATCC 25922; linea 9: control negativo.

En la Figura 30, se presenta el global de los resultados de la presencia de H.
pylori en aguas crudas y potables de las 3 PTAP, teniendo en cuenta todos los

metodos evaluados.

| |
38% |
PTAP 3 o
38,5%
PTAP 2
41,5%
PTAP 1
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0%

Potable H Cruda

Figura 30. Resultados de la deteccién de H. pylori en agua cruda y potable en las tres plantas
de tratamiento por las tres técnicas evaluadas.

Cuando se compararon los resultados obtenidos por cultivo y por métodos
moleculares, en todos los casos las técnicas de PCR y qPCR fueron las que

presentaron el mayor porcentaje de muestras positivas.
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En el agua potable y cruda de la PTAP 1 se obtuvieron valores de 28.3%
(15/53) y 15.1% (8/53) para PCR y cultivo, respectivamente. En la PTAP 2, por PCR
se detectaron muestras positivas en el 28.8% (15/52) de las muestras de agua potable
y el 26.9% (14/52) de las muestras de agua cruda. En el agua cruda de la PTAP 3,
por las técnicas de PCR y gPCR se obtuvo un valor de 26% (13/50), mientras que en
el agua potable se observé un 24% (12/50) de muestras positivas por las 3 técnicas

evaluadas (Figuras 31, 32 y 33).

28,3%
qPCR 15,1%
28,3%
PCR 15,1%
18,9%
Cultivo 11,3% 0

0,0% 50% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0%

[l Potable W Cruda

Figura 31. Resultados de la deteccién de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas
evaluadas en la PTAP 1.

28,8%
qPCR 26,9%

28,8%
PCR 26,9%

. 15,4%
Cultivo 15,4%

0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0%

[ Potable M Cruda

Figura 32. Resultados de la deteccion de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas
evaluadas en la PTAP 2.
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Figura 33. Resultados de la deteccion de H. pylori en agua cruda y potable por las técnicas
evaluadas en la PTAP 3.

5.3. Cuantificacion de indicadores bacterianos de origen fecal en aguas

crudas y potables

5.3.1. Cuantificacion de los Indicadores de contaminacion fecal en agua

cruda

Se evidencio la presencia de coliformes totales en todas (155/155, 100%) las
muestras de agua cruda analizadas en las 3 plantas de potabilizacion, con una
concentracion promedio de 8,9x10° ufc/100mL en la PTAP 1, 5,5x10? ufc/100mL en
las PTAP 2y 3,8x102 ufc/100mL en la PTAP 3 (Figura 34 y Tabla 31).

E. coli se detectd en el 100% de las muestras de agua cruda analizadas
procedentes de la PTAP 1, con un promedio de 8,5x102 ufc/100mL. En la PTAP 2,
estaba presente en el 90,4% (47/52) de las muestras analizadas, presentando un
promedio de 6,9x10? ufc/100mL. En la PTAP 3 fue detectado en el 78% (39/50) de
las muestras analizadas, con un promedio de 2,8x10? ufc/100mL (Figura 34 y Tabla
31).
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Figura 34. Cuantificacion de coliformes totales y E. coli a partir de agua cruda (PTAP 1) en
agar Chromocult Coliformes.

En cuanto a las esporas de Clostridium sulfito reductor, en el agua cruda
estaban presentes en el 100% de las muestras analizadas para la PTAP 1 (53/53) y
la PTAP 2(52/52), con promedios de 4,2x102 ufc/100mL y 5,9x10! ufc/100mL,
respectivamente. En la PTAP 3 se detectaron en el 96% (48/50) de las muestras
analizadas, presentando un promedio de 1,9x10* ufc/100mL (Figura 35y Tabla 31).

Figura 35. Cuantificacién de esporas de Clostridium sulfito reductor a partir de agua cruda
(PTAP 2) en agar SPS.
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Tabla 31. Cuantificacion de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor

en el agua cruda de las tres plantas de tratamiento.

Promedio
Maxima
Minima
Ds

Promedio
Maxima
Minima
Ds

Promedio
Maxima
Minima
Ds

PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3
Coliformes totales (ufc/100mL)

8,9 x 103 5,5 x 10? 3,8 x 102

5,7 x 10* 7,2 x 103 2,0x10°

1,1x10° 3,8 x 10! 2,4 x 10!
+0,33 +0,46 10,41

Escherichia coli (ufc/100mL)

8,5 x 102 6,9 x 10! 2,8 x 10!

3,0x 103 7,0 x 10? 1,4 x 102

2,0x10? 2,0 1,0
+0,35 +0,67 +0,63

Esporas de Clostridium sulfito reductor (ufc/100mL)

4,2 x10? 5,9 x 10! 1,9x 10!

5,5x 103 5,7 x 10? 3,8 x 102

8,0 x 10! 2,0 1,0
+0,47 +0,49 +0,59

ufc: unidades formadoras de colonia; mL: mililitro; Ds: Desviacién estandar

Los tres indicadores mostraron una tendencia similar en las tres plantas de

potabilizacion. Se encontré una mayor concentracion del grupo de los coliformes

totales en comparacion con E. coliy las esporas de Clostridium sulfito reductor (Figura

36).

113



5. Resultados

4,50
C. totales; 3,80
4,00 otales .
E. coli; 2,83

3,50 Clostridium; 2,41
—
& 3,00
S C. totales; 2,41
S 2,50
K
: ., HH .
S 2,00 E. coli; 1,43 lostridium; 1,53
[-14]
S 1,50

C. totales; 2,39

1,00

0,50 E. coli; 1,07

0,00 Clostridium; 0,79

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Indicadores de contaminacion fecal
@PTAP1 @PTAP2 @PTAP3

Figura 36. Concentracion promedio de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium
sulfito reductor en agua cruda de las plantas de potabilizacion.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico utilizado para
determinar si existia correlacion entre la concentracion de los indicadores de
contaminacién fecal (coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito
reductor) y la presencia de H. pylori en el agua cruda, se encontré6 que ésta no
presenta relacién directa con la presencia de ninguno de los indicadores evaluados,
encontrando coeficientes de correlacién muy bajos para los 3 indicadores: rho= 0,041
para esporas de Clostridium sulfito reductor, rho= 0,029 y 0,017 para coliformes

totales y E. coli respectivamente (Tabla 32).
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Tabla 32. Coeficiente de correlacion de Spearman de la concentracion de coliformes totales,
E. coliy esporas de Clostridium sulfito reductor y la presencia de H. pylori en agua cruda en
las tres plantas de potabilizacion.

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Coliformes E coli Esporf';\s_ de H. _
totales Clostridium  pylori
_ Coeficiente de 1,000 0734 0629 0029
Coliformes correlacion
totales Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,716
N 155 155 155 155
c Coeficiente de 0,734" 1,000 0,729 0,017
. correlacion
E Ecol Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,838
o N 155 155 155 155
o Coeficiente de 0,629"  0,729" 1,000 0,041
T Esporas de correlacion
2 Clostridium Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,612
o N 155 155 155 155
Coeficiente de 0,029 0,017 0,041 1,000
. correlaciéon
H.pylori g4 (bilateral) 0716 0838 0,612
N 155 155 155 155

5.3.2. Cuantificaciéon de los Indicadores de contaminacién fecal en agua

potable

Para las tres plantas de potabilizacion, tanto coliformes totales, E. coli y

esporas de Clostridium sulfito reductor presentaron concentracién de <1 ufc/100mL
(Tabla 33).

Tabla 33. Cuantificacién de coliformes totales, E. coli y esporas de Clostridium sulfito reductor
en el agua potable de las tres plantas de potabilizacién.

Planta Coliformes totales E. coli Esporas Clostridium
potabilizadora ufc/100 mL ufc/100 mL ufc/100 mL

PTAP 1 <1 <1 <1

PTAP 2 <1 <1 <1

PTAP 3 <1 <1 <1

ufc: unidades formadoras de colonias; mL: mililitro; <1:

protocolo.
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5.4. Analisis de parametros fisicoquimicos en aguas crudas y potables

En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos evaluados en el agua cruda, en la
PTAP 1, se observaron las mayores concentraciones de turbidez y conductividad y
valores mas altos de pH, con respecto al agua utilizada para potabilizar por las otras
2 PTAP (Tabla 34).

Tabla 34. Andlisis de turbidez, conductividad y pH en el agua cruda de las tres plantas de
tratamiento.

PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3
Turbidez (UNT)
Promedio 19,4 8,60 3,18
Maxima 36,0 47,1 10,1
Minima 11,0 3,81 1,48
Ds +49 16,69 +1,85
Conductividad (uS/cm)
Promedio 85,2 20,6 42,8
Maxima 110,0 27,9 94,0
Minima 60,0 8,1 29,0
Ds +11,9 4 +12,5
pH

Promedio 6,89 6,38 6,81
Maxima 7,20 6,79 7,26
Minima 6,70 6,12 6,10
Ds 0,13 10,14 0,17

UNT: unidades nefelométricas de turbidez; uS/cm: microSiemens / centimetro; DS: desviacion
estandar

En la Tabla 35, se muestran los resultados de la concentracion de la turbidez,
el pH, la conductividad la concentracion de cloro residual presentes en el agua de las

3 plantas en estudio.
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Tabla 35. Andlisis de turbidez, conductividad, pH y cloro residual en el agua potable de las
tres plantas de tratamiento.

PTAP 1 PTAP 2 PTAP 3
Turbidez (UNT)
Promedio 0,14 0,29 0,52
Maxima 0,19 0,82 1,30
Minima 0,10 0,14 0,28
Ds +0,02 10,14 10,16
Conductividad (uS/cm)
Promedio 118,2 66,8 51,1
Maxima 150,0 94,1 78,0
Minima 80,0 40,6 34,0
Ds +16,6 +12,3 +12,3
pH
Promedio 6,79 7,08 6,62
Maxima 6,96 7,95 6,93
Minima 6,69 6,40 6,39
Ds 10,06 10,35 10,10
Clz Libre (mg/L)

Promedio 1,74 1,30 1,81
Maxima 1,98 1,91 2,0

Minima 1,60 0,79 1,53
Ds 10,10 10,24 0,16

UNT: unidades nefelométricas de turbidez; pS/cm: microSiemens / centimetro; Clz Libre: cloro

libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviacion estandar.

Para determinar si existia correlacion entre la concentracion de la turbidez, el

pH y la conductividad y la presencia y/o ausencia de H. pylori, tanto en el agua cruda

como en el agua potable, se realizé un andlisis bivariado, utilizando el coeficiente de

correlacion de Spearman, p (rho). El analisis estadistico demuestra que no existe

correlacion entre las variaciones que puedan presentar las concentraciones de la

turbidez, el pH o la conductividad con la presencia y/o ausencia de H. pylori en el

agua cruda (Tabla 36) ni en la potable (Tabla 37).
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Tabla 36. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracion de los parametros
fisicoquimicos y la presencia de H. pylori en agua cruda en las tres plantas de potabilizacion.

Turbidez  Conductividad pH
Coeficiente de
o & y 0,040 -0,005 0,056
S £ . correlacion
o 5 H. pylori _ .
s o Sig. (bilateral) 0,618 0,491
Q.
n N 155 155

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Tabla 37. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de los parametros
fisicoquimicos y la presencia de H. pylori en agua potable en las tres plantas de potabilizacién.

Clz
Turbidez Conductividad )
Residual
Coeficiente de
= » 0,113 -0,057 0,152 -0,155
S e . correlacion
o = H.pylori . _
ﬁ 5 Sig. (bilateral) 0,162 0,484 0,060 0,054
o
n N 155 155 155 155

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*_La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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6. DISCUSION
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En las Gltimas dos décadas diversos autores han sugerido que el agua puede
ser una ruta importante para la transmision de Helicobacter pylori (Boenhke et al.,
2018; Leja et al., 2016; Travis et al., 2010). Sin embargo, esta hipétesis alun no ha
sido completamente demostrada debido a la dificultad que presenta cultivar H. pylori
a partir de muestras ambientales. Los métodos de cultivo son extremadamente
limitados para recuperar H. pylori de muestras de agua, principalmente debido a la
falta de un medio de cultivo selectivo 6ptimo (Bahrami et al., 2013; Al-Sulami et al.,
2012; Azevedo et al., 2004; Degnan et al., 2003; Lu et al., 2002). De igual forma, el
hecho de que otras bacterias presentes en las muestras ambientales puedan crecer
en los medios selectivos de H. pylori hace que su aislamiento sea un desafio
importante. Adicionalmente, H. pylori estd comUnmente en el estado viable no
cultivable (VNC) en las muestras ambientales, lo que hace que su aislamiento sea

aun mas dificil (Fernandez et al., 2007; Azevedo et al., 2004).

Debido a todos los inconvenientes que presenta el aislamiento y deteccion de
H. pylori por cultivo se han buscado métodos que sean mas eficaces para la deteccion
del patégeno en aguas. De esta forma, se han desarrollado diversas técnicas
moleculares que han permitido no sélo la deteccién de H. pylori, sino también su
enumeracién, caracterizacion, determinacion de la actividad metabdlica y la
funcionalidad de algunos genes. Entre las técnicas moleculares de mayor aplicacion
estan las basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR en tiempo
real (QPCR) y la Hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH), las cuales son
técnicas muy especificas y rapidas en la deteccién de H. pylori a partir de muestras
ambientales (Cunachi et al., 2015; Flores-Encarnacion et al., 2015; Santiago et al.,
2015; Benson et al., 2004).

Ademds de la presencia en varias fuentes de agua, se ha demostrado que H.
pylori tiene largos periodos de supervivencia en ambientes acuaticos y biopeliculas
(Percival y Suleman, 2014; Azevedo et al., 2008; Gido et al., 2008). Shahamat et al.
(1993) utilizaron técnicas autorradiograficas para evaluar la actividad metabdlica de
células de H. pylori suspendidas en agua de rio esterilizada y agua destilada. Los
resultados mostraron que a bajas temperaturas (4°C) las células de H. pylori

permanecieron viables y cultivables en el laboratorio por hasta 20-25 dias. A
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temperaturas mas altas, la capacidad de cultivarlo se perdié en uno o dos dias
(Shahamat et al., 1993).

La asociacién de H. pylori con las comunidades presentes en las biopeliculas
dentro de un sistema de distribucion de agua potable podria ofrecer a la bacteria
proteccién frente a los sistemas de desinfeccion del agua y a la depredacién por
protozoos (Percival y Suleman, 2014; Gido et al., 2010). De igual forma, se ha
demostrado que H. pylori presenta mayor resistencia a la desinfeccién por cloro y
0zono que otros indicadores de contaminacion fecal como E. coli (Gido et al., 2010).
Por tanto, aguas consideradas potables o aptas para consumo humano a nivel
legislativo podrian contar con la presencia del patégeno. De hecho, varios estudios
han demostrado que H. pylori tiene la capacidad de persistir durante periodos de
tiempo largos en sistemas de distribucién de agua para consumo humano con bajos
niveles de cloro residual (0.5 y 1.1 mg/L) (Santiago et al., 2015; Moreno et al., 2007;
Johnson et al., 1997). Estudios previos indican que esta bacteria pierde su capacidad
de cultivo en contacto con cloro durante periodos de tiempo cortos (1-5 min), aunque

permanece en estado VNC (Moreno et al., 2007).

En la actualidad, méas del 50% de la poblacion mundial esta infectada con H.
pylori. Se han destacado varios factores de riesgo relacionados con las condiciones
socioecondmicas e higiénico sanitarias de las poblaciones, incluyendo: practicas
inadecuadas de higiene durante la infancia, hacinamiento familiar, ausencia de agua
potable, ausencia de instalaciones para la recogida y tratamiento de aguas residuales
y el manejo inapropiado de alimentos (Vale y Vitor, 2010; Nouraie et al., 2009). La
tasa de infeccién en los paises en via de desarrollo varia entre 80 y 90%, mientras
gue esta tasa disminuye a un rango entre 30 y 50% en los paises desarrollados. La
prevalencia de infeccién en nifios presenta una gran variabilidad, con tasas entre 60
y 70% en paises de Asia, Africa y América Latina y menos de 10% en paises
desarrollados de Europa (Carter et al., 2012; Travis et al., 2010). En los paises
latinoamericanos llega a 90%; en Colombia la prevalencia de la infeccién es alta,
siendo en la poblacién mayor de 20 afios del 86% y en nifios cercana a 75% (Moncayo
et al., 2006).
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En Colombia hay muy pocos estudios que demuestren la presencia de H.
pylori en ambientes acuaticos. Goodman et al. (1996), en su estudio en Aldana
(Narifio), concluyeron que las tasas de infeccién por H. pylori eran més altas en
grupos de nifios que utilizaban los arroyos sin tratamiento como fuente de agua de
consumo. Cuervo et al. (2017) evaluaron 194 muestras de agua potable y biopeliculas
tomadas en instituciones educativas de la ciudad de Medellin (Antioquia),
encontrando que la frecuencia de ADN de H. pylori fue del 2.1% y la deteccion por

cultivo fue de 11.3%, tanto en agua como en biopeliculas.

El Instituto Nacional de Salud (INS) es la institucién colombiana encargada de
realizar la evaluacion anual de la calidad del agua para consumo humano que recibe
la poblacion del pais. Segun la legislacion colombiana, en el Decreto 1594 de 1984
(Ministerio de Medio Ambiente, 1984) se establecen las caracteristicas fisicoquimicas
y microbiolégicas que debe cumplir el agua que va a ser usada para potabilizacion.
Este Decreto hace referencia a la evaluaciéon de los coliformes totales en las aguas
superficiales que entren a un tratamiento de potabilizacién convencional. Para el agua
apta para consumo humano se cuenta con las directrices de la Resolucion 2115 de
2007 (Ministerio de Salud, 2007). Para esto se han estipulado 5 niveles de riesgo
basados en los resultados del andlisis de parametros fisicoquimicos y microbioldégicos
(coliformes totales y E. coli). En el informe presentado por el INS en el afio 2015 se
reporté que solamente el 10% de la poblacién colombiana recibe agua sin riesgo, el
26.6% en nivel riesgo bajo, el 46.7% en nivel de riesgo medio y el 16.7% en niveles
riesgo alto para los parametros establecidos en la Resolucion 2115 de 2007 (INS,
2015).

Una planta de tratamiento de agua potable es una secuencia de operaciones
0 procesos unitarios, cuyo fin es eliminar totalmente cualquier contaminante que
pueda afectar la salud humana. El tratamiento convencional implica los siguientes
procesos: coagulacion y floculacion, sedimentacion, filtracion y desinfeccién. La
desinfeccion elimina o inactiva microorganismos causantes de enfermedades. Frente
a la dificultad del anadlisis de los patdégenos en agua la alternativa es usar
microrganismos indicadores de contaminacion fecal como: coliformes totales,

coliformes fecales y E. coli, que son sencillos, faciles y econémicos de identificar
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(Formaselect, 2007; Hill, 2006). En el caso de H. pylori en sistemas convencionales
de tratamiento, en la actualidad no se cuenta con informacion previa, siendo por tanto
fundamental a estudiar qué pasa cuando se captan aguas contaminadas para
potabilizar y si el andlisis de coliformes totales y E. coli son indicadores de la presencia

de H. pylori.

Hasta la fecha no existe un método estandar para detectar H. pylori en
muestras ambientales. EI uso de métodos no estandarizados complica las
comparaciones entre los estudios. Ademas, la precision de los resultados varia de

acuerdo con la sensibilidad y especificidad de los métodos de detecciéon empleados.

Tomando como base lo anteriormente descrito, este trabajo se centré en la
deteccién e identificacién de células viables de H. pylori en agua en la ciudad de
Bogota (Colombia). Concretamente, se buscd su presencia en 2 tipos de matrices
acuaticas: agua cruda (agua de entrada a las plantas de tratamiento para potabilizar)
y agua potable (agua después del tratamiento de potabilizacion). Debido a la
complejidad de las muestras y a la falta de un protocolo estandarizado para la
deteccién de H. pylori, las aguas se analizaron mediante cuatro técnicas, con el fin de
obtener la maxima eficacia en la deteccion. Se utiliz6 el método tradicional de cultivo
en placa y tres técnicas moleculares, la técnica de la Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa convencional (PCR), la técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa a Tiempo Real (gq-PCR) y la técnica de Hibridacion in situ con Sondas

Fluorescentes (FISH).

Este estudio tiene como finalidad esclarecer la posible transmision de H. pylori
mediante el agua y su potencial resistencia a los sistemas de desinfeccion utilizados
en el tratamiento del agua potable. El estudio de la presencia de H. pylori en el agua
cruda queda justificado, ya que una de las plausibles vias de trasmision del patégeno
es fecal-oral (Aziz et al., 2015; Goh et al., 2011). En el caso de agua potable, es de
suma importancia la determinacion de la presencia de H. pylori en la misma, ya que
esta podria ser fuente de contaminacion directa por ingestion continuada. Del mismo
modo, el estudio de la cuantificacion de los indicadores de contaminacion fecal tanto

en agua cruda como potable, permite evaluar la eficacia del sistema de tratamiento
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en la eliminacion de bacterias indicadoras y su relacion con la presencia o eliminacion
de patégenos como H. pylori y asi mismo, determinar la resistencia de H. pylori a los

desinfectantes cominmente usados para el tratamiento del agua potable.

Dada la dificultad en el cultivo de H. pylori a partir de muestras ambientales,
diversos autores han intentado mejorar los medios de cultivo y permitir un mejor
aislamiento de la bacteria, sobre todo en muestras muy contaminadas, como es el
caso de aguas o alimentos (Chomvarin et al., 2017; Ranjbar et al., 2016; Moreno y
Ferrus, 2012; Fernandez et al., 2006). A pesar de todas las modificaciones realizadas
durante los ultimos afios en los medios de cultivo, en la actualidad no existe ningun
medio 6ptimo para el aislamiento de H. pylori en muestras ambientales, ya que la
microbiota acompafiante enmascara la presencia de colonias caracteristicas del

patégeno.

En este trabajo se evaluaron tres diferentes medios de cultivo para el
aislamiento de H. pylori, a partir de diferentes bases: Agar Brucella BBL™
suplementado con 5% de sangre de caballo desfibrinada, 0,2% de DENT y 0,4% de
Isovitalex (Navarro et al., 2007), Agar HP (Degnan et al., 2003) y Agar HP
suplementado con acido nalidixico, sulfato de estreptomicina y kanamicina, con el fin
de reducir o eliminar la microbiota acompafiante presente en las muestras. Tras la
evaluacion de estos medios de cultivo en muestras artificialmente inoculadas con
células de H. pylori, fue el agar Brucella suplementado (ABS) el que generd los
mejores porcentajes de recuperacion de la bacteria. Diversos autores han utilizado
medios de cultivo suplementados con 5% de sangre de caballo desfibrinada para la
deteccidn y aislamiento de H. pylori en muestras ambientales (Giao et al., 2011;
Queralt y Araujo, 2007). Joo et al. (2010) evaluaron la técnica de cultivo liquido de
capa fina para el crecimiento de H. pylori utilizando diversos medios de cultivo,
encontrando que el caldo Brucella suplementado con 10% de sangre de caballo
presentaba los mejores resultados. Buck y Oliver (2010) utilizaron el agar Brucella
suplementado con 5% de sangre de oveja desfibrinada y antibiéticos para el cultivo

de H. pylori a partir de muestras de vegetales en un ensayo in vitro.
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Una de las limitaciones para cultivar y aislar H. pylori a partir de agua potable
es la baja concentracion en la que se puede encontrar, por lo que es fundamental
conseguir la maxima eficiencia en la recuperacion de la bacteria en el procesado de
concentracion de la muestra original. En este estudio, se evaluaron diferentes
estrategias de concentracién y cultivo para la recuperacién de H. pylori de las

muestras de agua cruda y potable en las 3 plantas potabilizadoras evaluadas.

Como se esperaba una baja concentracién de células de H. pylori en el agua
potable, se usaron dos estrategias para conseguir una deteccidbn mas efectiva del
patdgeno. La primera fue el uso del método “hisopo de Moore” para la toma y
concentracion de la muestra, y la segunda fue un paso de enriquecimiento que se le
realizé al eluido obtenido del hisopo. El uso del hisopo ha demostrado ser un método
muy Util para aislar Vibrio cholerae y bacterias entéricas de aguas poco contaminadas
(McEgan et al., 2012), asi como para deteccion de Salmonella en aguas superficiales
y de fuentes (Fernandez-Escartin et al., 2002), E. coli 0157 de suelos y aguas (Ogden
et al., 2001) y V. cholerae de aguas residuales (Rai et al., 2012). Fernandez et al.
(2003) mostraron que la concentracion de las muestras usando el “hisopo de Moore”
produjo un 24.3% de muestras positivas para Campylobacter en comparacion con el
7.2% de muestras positivas obtenidas por el método de filtracion. Mediante esta
técnica se obtuvo un mayor niumero de muestras positivas para H. pylori en el agua
potable con respecto al agua cruda, probablemente debido al uso del “hisopo de
Moore” para concentracion de la muestra, el enriquecimiento previo de las muestras
0 ambos, y adicional a esto, el hecho de que en el agua potable se encuentra menos

interferencia por presencia de microbiota acompafiante.

En este estudio, para la concentracion de H. pylori a partir de muestras de
agua cruda y potable se utilizaron dos técnicas. La centrifugacion, cuyo objetivo es
concentrar las células de H. pylori presentes en las muestras de agua, ha sido una
estrategia de concentracion de la bacteria ampliamente utilizada tanto en aguas
superficiales, como residuales, marinas y potables (Tirodimos et al., 2014; Moreno y
Ferris, 2012; Nayak y Rose, 2007; McDaniels et al., 2005). Por otra parte, la
separacion inmunomagnética (SIM) consiste en la asociacion de perlas magnéticas

sensibilizadas con un anticuerpo monoclonal de adherencia a la superficie de H.
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pylori, para facilitar el aislamiento de la bacteria y como método de pretratamiento
para la PCR, ya que permite remover inhibidores de la PCR y una mejor deteccion de
H. pylori en muestras de agua (Fernandez-Delgado et al., 2008; Lu et al., 2002; Enroth
y Engstrand, 1995). Tomando como base el trabajo de Enroth y Engstrand (1995), el
método de concentracion por SIM fue aplicado a las muestras tanto de agua cruda
como potable después de su concentracién por centrifugacion. Este paso permite no
solo recuperar H. pylori en funcién de sus propiedades inmunoldgicas, sino también
eliminar sustancias contaminantes presentes en las muestras que pueden interferir

con las técnicas de deteccion.

Asi mismo, para la deteccion de H. pylori por cultivo se evaluaron 3 estrategias
diferentes para cada tipo de matriz analizada. Para el agua cruda se realizd, 1)
siembra directa a partir del sedimento obtenido por centrifugacién resuspendido en
PBS 1X, 2) siembra directa a partir del concentrado de SIM y 3) siembra del sedimento
resuspendido en PBS 1X obtenido después del periodo de enriquecimiento. El analisis
del agua potable se realizd, 1) siembra directa a partir del sedimento obtenido por
centrifugacion después del enriquecimiento, 2) siembra a partir del concentrado de

SIM y 3) filtracion por membrana de la muestra enriquecida.

Para evaluar el sistema de filtracion, se realizé la evaluacién de dos
membranas de filtracion de tamafio de poro diferente, encontrando que el filtro de
tamafio de poro de 0.22 um era el que proporcionaba una mejor recuperacion de la
bacteria. Flores-Encarnacion et al. (2015) utilizaron membranas de filtracion de
tamafio de poro de 0.22 um para concentracion de la bacteria a partir de muestras de
agua de redes de distribucion, obteniendo deteccién de H. pylori por PCR en el 44%
(14/32) de las muestras analizadas. Al-Sulami et al. (2012) evaluaron muestras de
agua potable de Basrah (Iraq) para detectar H. pylori por cultivo y PCR, las muestras
fueron filtradas utilizando membranas de 0.22 um de tamafio de poro, sembradas en
agar urea Columbia modificado y confirmadas por pruebas bioquimicas, subcultivado
en agar HP y coloracién de Gram, encontraron un 1.2% (6/471) de muestras positivas.
El-Sharouny et al. (2015) en su estudio analizaron muestras de aguas superficiales y

potables de Egipto y obtuvieron un 3.9% (2/51) de muestras positivas por cultivo
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utilizando filtros de 0.5 um de tamafio de poro para la concentracion de la muestra;

estos resultados fueron confirmados por PCR.

La estrategia de siembra a partir del concentrado obtenido por SIM se aplic
a las muestras de agua cruda y potable. Sin embargo, esta estrategia no fue tan
efectiva como se esperaba, y mostré el menor porcentaje de recuperacion de las 3
estrategias de cultivo evaluadas: en el agua cruda 5.2% (8/155) y en agua potable
7.1% (11/155). Este hecho podria deberse a la baja concentracion de células de H.
pylori en las muestras, segin los resultados obtenidos por gPCR, y a que
probablemente estaban en la forma VNC; también el bajo porcentaje de unién de las
perlas a la bacteria puede deberse a su estado morfolégico, dado que, en funcion de
su fisiologia, la composicion de los antigenos de membrana puede cambiar. Lu et al.
(2002) obtuvieron 2 aislamientos de H. pylori a partir de 132 muestras de aguas
residuales municipales no tratadas usando el método de SIM para concentrar las
muestras. Enroth and Engstrand (1995) concluyeron que el limite de deteccién por
cultivo de células de H. pylori en muestras de agua inoculadas es de 10* bacteria/mL.
Asi mismo, Nilsson et al. (1996) determinaron el limite de deteccion de esta técnica

en 10* cells/mL en heces inoculadas.

De igual forma, para el andlisis de muestras de agua cruda en este estudio se
aplic6 un paso de enriquecimiento, pero en estas muestras el porcentaje de
resultados positivos fue mucho mas bajo que el obtenido por siembra directa a partir
del sedimento resuspendido en PBS 1X después de la centrifugacion. Esto podria
deberse al crecimiento masivo de la microbiota competitiva en las muestras, debido

a la falta de especificidad del caldo de enriquecimiento (Fernandez et al., 2007)

De las estrategias evaluadas para la deteccién por cultivo de H. pylori a partir
de las muestras de agua, en el agua cruda el método mas efectivo fue la siembra
directa de 0.1 mL de la suspensién en PBS 1X obtenida de la centrifugacién de la
muestra. Janzon et al. (2009) utilizaron la estrategia de concentracion por
centrifugacion para el andlisis de muestras de agua potable y ambiental, pero en sus
resultados no detectaron H. pylori. Moreno y Ferrlds (2012) utilizaron el método de

concentracion por centrifugacion para el cultivo de muestras de agua residual,
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obteniendo 13.3% (6/45) de muestras positivas para H. pylori por cultivo confirmados
por PCR y posterior secuenciacion del fragmento amplificado.

En el agua potable el método mas efectivo para la recuperacion de H. pylori
fue el de filtraciébn por membrana (tamafio de poro 0.22 um) de la muestra enriquecida.
Santiago et al. (2015) utilizaron el método de filtracion por membrana y un
enriquecimiento previo para el cultivo de H. pylori a partir de agua potable, y
obtuvieron un 2.4% (1/24) de muestras positivas tras la confirmacion por métodos

moleculares.

Cuervo et al. (2017), en un estudio en muestras de agua potable, detectaron
un 11.3% de muestras positivas utilizando una metodologia de cultivo por siembra a
partir de la muestra enriquecida después de la centrifugacion, pero sus datos se
basaron sé6lo en confirmacién de las colonias por pruebas bioguimicas (catalasa,
ureasa y oxidasa). En este trabajo se realiz6 una verificacion inicial de los cultivos
presuntivos de H. pylori por estas mismas 3 pruebas bioquimicas y se obtuvo un alto
porcentaje positivos (61-65%), por lo que todos los cultivos presuntamente positivos
se confirmaron por métodos moleculares, determinando asi que la sola confirmacion
de cultivos presuntivos de H. pylori por estas 3 pruebas bioguimicas arroja un alto

porcentaje de falsos positivos.

En este estudio, en el agua cruda se detectaron células cultivables de H. pylori
en el 16.8% (26/155) de las muestras analizadas y en el agua potable en el 19.4%
(30/155) de las muestras. Anteriormente se habia conseguido muy pocas veces el
cultivo de H. pylori a partir de este tipo de muestras. Por ejemplo, Al Sulami et al.
(2012) aislaron H. pylori en el 2% de 198 muestras de agua potable analizadas.
Santiago et al. (2015) lograron cultivar H. pylori de una muestra de 24 aguas potables,
lo que confirma que H. pylori cultivable puede estar presente en los sistemas de

distribucién de agua potable.
A pesar de que en nuestro estudio se logro el cultivo de H. pylori a partir de

muestras de agua cruda y potable, no se consiguio la obtencion de colonias aisladas

de la bacteria a partir de ninguna de ellas, aunque si se pudo identificar en los cultivos
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mixtos la presencia de H. pylori mediante FISH y PCR con posterior secuenciacion

del gen vacA.

La técnica FISH se utilizd para la identificacion definitiva de colonias
presuntivas en los cultivos mixtos. También permitié observar la morfologia de las
células de H. pylori presentes en el agua. Este método resulté ser muy eficaz para la
identificacion de H. pylori en las colonias, puesto que no requirié de una resiembra y
posterior identificacion bioquimica para confirmar su presencia. El uso de esta técnica
podria reducir el tiempo empleado para la posterior purificacién e identificacién de
colonias y generar resultados incluso cuando hay presencia de microbiota
acompafiante y la purificacion no es posible, como en el caso de las muestras
ambientales. Ademas del estudio actual, pocos grupos han logrado detectar H. pylori
en muestras de agua no inoculadas utilizando el método FISH (Braganca et al., 2007;
Pigueres et al., 2006; Moreno et al., 2003a). La detecciéon de H. pylori por FISH puede
permitir un analisis rapido de muestras de agua potable y ambientales, mejorando asi
su seguridad y calidad, y contribuyendo a dilucidar el papel del agua contaminada con
materia fecal en la transmision de la infeccion por H. pylori (Moreno et al., 2003a).

El hecho de haber optimizado un protocolo para cultivar e identificar H. pylori
a partir de muestras ambientales es un resultado de gran relevancia, debido a la
dificultad que presenta su aislamiento. Cabe resaltar que en nuestro estudio todos los
aislamientos de H. pylori obtenidos tanto de agua potable como cruda se confirmaron
por secuenciacion por el método de Sanger. Para ello se escogio el gen polimérfico
vacA, que se encuentra en todas las cepas de H. pylori y esta altamente conservado
en la bacteria, utilizando la secuencia de iniciadores disefiados por Nilsson et al.
(2002).

Un resultado a destacar de este estudio, es que no sélo se logré demostrar la
viabilidad de H. pylori por el método de cultivo a partir de muestras de agua cruda y
potable, sino que, ademas, se realizé la genotipificacion de los cultivos positivos,
dando asi una vision de las caracteristicas genotipicas y de virulencia de las cepas
presentes en las muestras ambientales de la ciudad de Bogota. En los 74 cultivos

positivos de H. pylori detectados en agua cruda y potable, se encontré que el genotipo
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mas prevalente es ureA,cagA-,gimM,vacAsl/ml en 43.2% (32/74) de los cultivos
positivos. Se ha descrito que las cepas que tienen el genotipo vacAsl/ml, que
produce la toxina vacuolizante, causan mayor dafio celular (Hemmatinezhad et al.,
2016).

Asi mismo, el gen cagA se detectd en el 4% (3/74) de los cultivos positivos.
Este gen codifica la proteina CagA, que confiere caracteristicas patégenas a las
cepas que lo contienen: las cepas cagA+ se asocian con mayor induccién de
interleukina 8 (IL-8) en el epitelio y mayor riesgo de producir Glcera péptica, gastritis
atréfica y cancer (Hemmatinezhad et al., 2016; Keilberg y Ottermann, 2016). La
presencia de cepas cagA+ en muestras clinicas se asocia con sintomas graves, como
gastritis severa, atrofia de la mucosa, alto riesgo de Ulcera y cancer gastrico
(Chromvarin et al., 2008).

La deteccidon e identificacion de patdégenos mediante PCR en muestras
ambientales depende en gran medida de la especificidad de los iniciadores utilizados
en la reaccion de amplificacion (Girones et al.,, 2010). Para la deteccion y
genotipificacion de H. pylori a partir de las muestras de agua cruda y potable, se
utilizaron los mismos genes que para los cultivos: ureA y gimM para la deteccién, y

cagA y vacA para la determinacion de genotipos marcadores de virulencia.

En primera instancia se utilizaron los iniciadores para la amplificacién del gen
ureA descritos por Moreno et al. (2003a) y Twing et al. (2011). Este gen codifica para
la ureasa A, que es un factor importante de mantenimiento y virulencia de la bacteria
en la mucosa gastrica (Otteman y Lowenthal, 2002) y esta presente en el 100% de
las cepas. Diversos estudios realizados a nivel mundial han utilizado este gen para
deteccion de H. pylori en muestras ambientales (Cuervo et al., 2017; Queralt et al.,
2005; Moreno et al., 2003a). Sin embargo, la utilizacion s6lo de este gen para
deteccion de H. pylori en muestras de agua puede generar falsos positivos, dado que
€S un gen que esta presente en una amplia variedad de especies bacterianas que son
frecuentes en el agua (Solomon et al., 2007). La amplificacién de este gen fue positiva
en en el 38.7% (60/155) de las muestras de agua cruda y en el 38.7% (60/155) de las

muestras de agua potable analizadas. De todas estas muestras, por secuenciacion
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del gen vacA, so6lo se confirmaron como H. pylori positivo el 22.6% (35/155) y 27.1%
(42/155) de las muestras de agua cruda y potable respectivamente, por lo que el resto

se consideraron falsos positivos.

En este estudio también se amplific el gen gimM, esencial para el desarrollo
de la pared celular bacteriana, asi como para el crecimiento del microorganismo (De
Reuse et al., 1997), y que ha sido ampliamente utilizado para confirmar la presencia
de H. pylori en diferentes muestras, especialmente muestras clinicas. Lu et al. (1999)
consideran que el gen gimM es un marcador mas sensible y especifico que ureA para
la deteccién de H. pylori. Cérdova-Espionoza et al. (2011) utilizaron los genes gimM
y ureA en muestras de aislamientos clinicos de H. pylori obtenidos a partir de biopsias
de pacientes pediatricos infectados. Montero-Campos et al. (2015) optimizaron la
técnica de qPCR para la deteccion de H. pylori en muestras de agua potable
provenientes de 2 paises de centro América, utilizando el gen gimM como marcador.
Sin embargo, en nuestro estudio este gen se detectdé en menos muestras que ureA:
el 11% (17/155) de las muestras de agua cruda y en el 7.7% (12/155) de las muestras
de agua potable analizadas. Todas las muestras de agua positivas para gimM lo

fueron también para la amplificacién y secuenciacion del gen vacA.

En este estudio, tan sélo el 13% (10/77) de las muestras positivas para H.
pylori presentaron el gen cagA: el 2.6% (4/155) de las muestras de agua cruda y el
3.9% (6/155) de las muestras de agua potable analizadas. Estos resultados estan
acordes con los bajos porcentajes de cepas cagA+ de los cultivos. El resultado del
estudio de Shahamat et al. (2006) sugiere que, durante la conversion a la forma
cocoide, algunas cepas de H. pylori pierden total o parcialmente la proteina CagA.
Este fenédmeno también fue observado por Carbone et al. (2005), quienes detectaron

el gen cagA en el 19.4% (7/36) muestras ambientales.
Al analizar las muestras de agua, se encontré que el genotipo vacA s1/ml,

que causa mayor dafio celular y se asocia a un riesgo 3,5 veces mayor de desarrollar

cancer, estaba presente en el 17.7% de las muestras de agua analizadas (55/310).
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Teniendo en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas, la carga de materia
organica y los altos niveles de contaminacion de origen fecal e industrial que
caracteriza el agua de entrada (cruda) de la PTAP 1, se esperaba un alto porcentaje
de deteccion de H. pylori en las muestras, pero en esta planta se ha encontrado el
porcentaje mas bajo de detecciéon (15,1%), lo cual podria deberse a la presencia de
sustancias inhibidoras de la PCR. Estos resultados se corroboran con el trabajo
publicado por Abdolkazem et al. (2015) y Queralt y Ararujo (2007), quienes
concluyeron que las muestras de aguas ambientales presentan inhibidores que

afectan a la eficacia del método de PCR para la identificacién de H. pylori.

Tras los resultados obtenidos mediante la PCR convencional se realizd el
andlisis para la deteccion y cuantificacion de H. pylori en las muestras de agua y
cultivos obtenidos a partir de las mismas mediante la técnica de gPCR, utilizando los
iniciadores del gen vacA propuestos por Nilsson et al. (2002). Este gen fue escogido
porgue esta presente en todas las cepas de H. pylori y se encuentra una solo copia
del gen en el cromosoma de H. pylori, por lo que 1 unidad genémica (UG) equivale a
1 célula de la bacteria (Bernard et al., 2005). Los resultados confirmaron una mayor
especificidad de la gPCR frente a la PCR convencional, puesto que todas las
muestras en las que se detectd la presencia de H. pylori fueron confirmadas por
secuenciacién, sin presentar ningun falso positivo. Para detectar pequefas
concentraciones de un patdgeno, generalmente es necesario concentrar grandes
volimenes de agua, lo que puede conducir a la concentracién simultanea de
inhibidores de la qPCR (Moreno et al., 2003b). Sin embargo, los controles de
inhibicién incluidos en nuestro analisis indicaron que las muestras parecen no

contener sustancias inhibidoras que interfieren con la reaccién de la gPCR.

El andlisis de las muestras de agua por la técnica de qPCR determiné la
presencia de H. pylori en 35 de 155 muestras de agua cruda (22.6%) y 42 de 155
muestras de agua potable (27.1%). La concentracién de células de H. pylori solo se
pudo cuantificar en 13 (8.4%) muestras de agua cruda, con concentraciones entre
1,28x10' y 4,69x10? unidades gendmicas (UG)/reaccidn, lo que significa niveles de
102 a 10® células de H. pylori/mL en estas muestras de agua. Para las muestras de

potable, aunque se logré cuantificar la cantidad de células en 20 de ellas (12.9%).
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Hsay que considerar, sin embargo, que estos resultados no representan el nivel real
de contaminacion de las aguas, ya que el método de muestreo incluia un paso de

preenriquecimiento.

Aunque la técnica de gPCR se ha usado previamente para detectar H. pylori
en el agua potable en Estados Unidos (McDaniels et al., 2005) y en agua potable o
aguas residuales regeneradas en Espafia, Costa Rica y Japon (Montero-Campos et
al., 2015; Santiago et al., 2015; Yafez et al., 2009; Horluchi et al., 2001), segun
nuestro conocimiento, ningln estudio ha reportado con éxito la deteccion de H. pylori
por qPCR en agua de entrada (cruda) y salida (potable) de diferentes plantas de
tratamiento de agua potable. Nuestros resultados muestran que la PCR y gPCR son
mas sensibles que el cultivo para determinar la presencia de H. pylori en muestras de
agua. Este hallazgo puede estar relacionado con el hecho de que la PCR y qPCR no

diferencia entre células viables, viables no cultivables (VNC) y no viables.

Se ha sugerido que H. pylori persiste en el medio ambiente en forma cocoide
viable pero no cultivable (Nayak y Rose, 2007; Saito et al.,, 2003), por lo que la
capacidad infectiva de H. pylori en condiciones ambientales sigue generando
controversia. Wang et al. (2004) mostraron que la secuencia del gen vacA y su
expresion en las formas cocoides coincide con la de las formas helicoidales de H.
pylori. Algunos autores han detectado Unicamente la presencia de ADN de H. pylori,
pero no de células cultivables, en el agua potable (Khan et al., 2012; Watson et al.,
2004). Santiago et al. (2015) utilizaron técnicas especificas como PMA-qPCR y DVC-
FISH para detectar células viables de H. pylori en muestras de agua potable. Sus
resultados mostraron la presencia de células viables de H. pylori, que no pudieron ser
detectadas por cultivo, en el 25% de las muestras.

Este estudio, no solo demuestra la presencia de H. pylori en el agua potable
en una etapa viable y cultivable, sino que también muestra que el tratamiento del agua
en las plantas de potabilizacion no es totalmente efectivo para eliminar H. pylori.
Nuestros resultados muestran que H. pylori estd presente (27.1%) y viable (19.4%)
en muestras de agua potable incluso después de la cloracién. Estudios previos han

descrito que H. pylori pierde su capacidad de cultivo en contacto con el cloro durante
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cortos periodos de tiempo (1-5 min), aunque sigue siendo potencialmente patégeno
en el estado VNC (Moreno et al., 2007). Nuestros hallazgos confirman que H. pylori
puede sobrevivir a las practicas de desinfeccion cominmente utilizadas en las plantas

de tratamiento de agua potable (Santiago et al., 2015; Johnson et al., 1997).

La Agencia para la Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos, ha incluido a
H. pylori dentro de la lista de candidatos contaminantes del agua (CCL), con el fin de
incorporar su control a la legislacion que rige la normativa de control ambiental de
patdgenos (USEPA, 2004). Sin embargo, en el agua potable se dispone de datos
limitados sobre la presencia de H. pyloriy el tipo de tratamiento del agua potable, por
lo que aun no se ha llevado a cabo una evaluacién cuantitativa del riesgo microbiano
(“QMRA’”, por sus siglas en inglés) formal para H. pylori en el agua (Ryan et al., 2014),
probablemente por la baja concentracion en la que se detecta. Por el momento, H.
pylori permanece como candidato a la espera de obtener un método estandarizado

para su deteccion e identificacion en muestras ambientales.

En la Ultima parte de este trabajo se trat de determinar si existe relacion entre
la presencia de H. pylori en el aguay los indicadores de contaminacién microbiol6gica,

asi como los parametros fisico-quimicos cominmente analizados en las aguas.

Clostridium sp. se ha propuesto como indicador de la presencia de quistes de
Giardia y ooquistes de Cryptosporidum en muestras ambientales, gracias a la
formacion de esporas que tendrian un comportamiento similar a las estructuras de
resistencia de estos parasitos (Cheng et al., 2012; Harwood et al., 2005; Ferguson et
al., 1996; Payment y Franco, 1993). Teniendo en cuenta las formas de resistencia
que presenta H. pylori en las muestras ambientales y que su comportamiento puede
variar en relacion a los indicadores tradicionales de contaminacion fecal (coliformes
totales y E. coli), en el presente estudio se evalué la presencia de esporas de
Clostridium sulfito reductor como posible indicador de la presencia de H. pylori en

aguas crudas y potables.

Los valores de la concentracion promedio de los coliformes totales en las tres

plantas de potabilizacién evaluadas se encontraban dentro de los valores maximos
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permitidos por el Decreto 1594 de 1984 (2 x 10* ufc/100mL); sélo el valor maximo de

la PTAP 1 sobrepaso los limites propuestos por la normatividad colombiana.

Se encontr6 una mayor concentracion del grupo de los coliformes totales en
comparacion con las esporas de Clostridium sulfito reductor. Bisson y Cabelli (1980),
reportan que la concentracién de esporas de Clostridium spp., en comparacién a la
concentracion de E. coli, siempre serd menor cuando se evalué en el agua, y es lo
encontrado en las muestras de agua cruda que entra alas PTAP 1y 3; en el caso del
agua que entra a la PTAP 2, sin embargo, se ha encontrado que la concentracion de

esporas de Clostridium sulfito reductor es mayor que la de E. coli.

La PTAP 1 es la que muestra mayor concentracion promedio de los tres
indicadores. Esto se debe probablemente a que el agua de captacién de esta planta
pertenece a la darsena a la que llega el agua del rio Bogota, uno de los rios mas
contaminados de Colombia. Las concentraciones de los indicadores de
contaminacion fecal en el rio Bogota son reflejo de los constantes vertidos de aguas
residuales que recibe a lo largo de su recorrido. Sin embargo, cabe resaltar que los
valores del agua de entrada de la planta son mas bajos que los encontrados en el rio
Bogota propiamente, ya que antes de entrar al sistema de tratamiento, el agua se
mezcla con agua de la darsena y permanece alli por varios dias favoreciendo la
disminucion de la concentraciébn de los microorganismos por accion de la
sedimentacién, rayos ultravioletas, cambios de pH y otros factores ambientales
(Campos et al., 2008).

La PTAP 3 fue la que presentdé menor concentracion de los tres
microorganismos indicadores. Esto puede deberse a que el agua proviene en mayor
porcentaje del paramo de Chingaza, lo que permite diluir la carga microbiana que
presenta el rio Teusaca cuando se mezcla. Esta dilucién se da una vez los dos

cuerpos de agua entran en contacto en el embalse de San Rafael.
Los resultados obtenidos de la cuantificacion de los indicadores de

contaminacién fecal en el agua potable cumplen con los valores propuestos en la

Resolucion 2115 de 2007, la cual establece las caracteristicas microbioldgicas del
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agua apta para consumo humano, en donde los valores méaximos aceptables para
coliformes totales y E. coli debe ser 0 o <1 ufc/100mL, utilizando la técnica de filtracion

por membrana.

Existen datos limitados sobre la asociacion de indicadores de transmision
hidrica y la presencia de H. pylori. Braganca et al. (2005), al igual que Baker y Hegarty
(2001), en sus trabajos con biopeliculas, han demostrado que H. pylori es mas
resistente a la cloracién que E. coli. Hegarty et al. (1999) no encontraron correlacion
entre la presencia de ADN de H. pylori en el agua de consumo y la presencia de E.
coli, sugiriendo que este indicador falla cuando se utiliza como Unico criterio de
potabilidad del agua. Nuestro analisis estadistico también mostrd que no existe ninglin
tipo de relacién directa entre los indicadores de contaminacién fecal evaluados y la
presencia de H. pylori en el agua cruda ni potable analizada. Esto sugiere que la
presencia de H. pylori en las muestras de agua no puede ser evaluada mediante la
deteccion de las bacterias indicadoras de contaminacion fecal tradicionales y que las
variaciones que puedan presentarse en la concentracion de coliformes totales, E. coli
0 esporas de Clostridium sulfito reductor no pueden ser tomadas como indicativo para

suponer la presencia o ausencia de H. pylori en el agua cruda ni potable.

Nuestros resultados, por tanto, resaltan la importancia de realizar controles
periddicos para la deteccion de patdgenos especificos, dado que el solo control de
los indicadores de contaminacién fecal como E. coli o esporas de Clostridium sulfito
reductor no son indicativos de la presencia de patdgenos de gran relevancia para la

salud publica como H. pylori.

De igual forma, en este estudio no se encontrdé ninguna correlacion entre la
presencia de H. pyloriy la concentracion de los pardmetros fisicoquimicos evaluados
(pH, turbidez, conductividad y cloro residual libre) en el agua. Por tanto, las
variaciones que puedan presentarse en la concentracion de alguno de estos
parametros tampoco pueden ser tomadas como indicativo para suponer la presencia

0 ausencia del patdgeno en el agua.
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6. Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que células viables y cultivables
de H. pylori estan presentes tanto en el agua cruda como en la potable de las plantas
potabilizadoras analizadas, evidenciando que el agua contaminada podria ser un
vehiculo de trasmision de este patdgeno emergente. Es importante tener en cuenta,
gue la dosis infectante de H. pylori estimada para el ser humado es 104-10° UFC/L
(Graham et al., 2004), niveles muy superiores a los encontrados en el agua en este
trabajo. Se requieren mas estudios para determinar la concentracion bacteriana
presente en el agua y, ademas, estimar su potencial infeccioso, antes de poder
evaluar si el consumo continuado de agua contaminada con H. pylori a las
concentraciones encontradas en este trabajo es, o puede llegar a ser, causante de

infeccién a la poblacion.
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La estrategia de cultivo que ofrece los mejores resultados para la deteccién
de H. pylori a partir de muestras de agua cruda es la siembra en masa a partir
de la suspension del sedimento obtenido por centrifugacion. Para el agua

potable, la técnica mas efectiva es la filtracion por membrana.

La técnica FISH ha demostrado la presencia de células de H. pylori en los
cultivos obtenidos a partir del agua, observandose células en forma cocoide y

bacilar, tanto en agua cruda como potable.

Mediante amplificacién por PCR convencional de los genes ureA, gimM y vacA
se ha detectado ADN de H. pylori en el agua cruda y potable de las 3 plantas

potabilizacion.
El genotipo de H. pylori més prevalente en el agua es cagA-, vacA m1/sl.

La técnica de gPCR ha permitido la cuantificacion de H. pylori en el 8.4% y
12.9% de las muestras de agua cruda y potable analizadas. En la mayoria de
las muestras, sin embargo, los niveles de contaminacion por H. pylori se

encuentran por debajo del limite de cuantificacion de esta técnica.

No existe relacion entre los indicadores de contaminacién fecal evaluados y la
presencia de H. pylori en el agua cruda. Por tanto, las variaciones que puedan
presentarse en la concentracioén de estos indicadores no pueden ser tomados
como indicativo para suponer la presencia o ausencia de H. pylori en el agua
cruda. Asi mismo, las esporas de Clostridium sulfito reductor demostraron no

ser un indicador que tenga comportamiento similar a H. pylori.

No se ha encontrado relacion entre la turbidez, la conductividad y el cloro
residual, ni la variacion del pH con respecto a la presencia y/o ausencia de H.
pylori, tanto en el agua cruda como potable. Por tanto, las variaciones que
puedan presentarse en alguno de estos pardmetros no pueden ser tomadas
al menos en este caso, como indicativo para suponer la presencia o ausencia

de la bacteria en el agua.

La combinacién del método de cultivo con métodos moleculares como PCR,

FISH o gPCR, parece la méas adecuada para abordar la deteccién,
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10.

11.

12.

identificacion, visualizacion directa y determinacion de la viabilidad de las
células de H. pylori presentes en muestras altamente contaminadas, como es
el caso del agua de entrada a las plantas (agua cruda) y de igual forma en
muestras de agua donde la concentracién esperada de H. pylori es muy baja,

como es el caso del agua potable.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone el protocolo combinado
de cultivo con la técnica de gPCR, utilizado en esta tesis, para el control eficaz

de la presencia de H. pylori en aguas.

Los resultados de este estudio demuestran que células viables y cultivables
de H. pylori estan presentes tanto en el agua de entrada (cruda) como en la
de salida (potable) de las plantas potabilizadoras analizadas, evidenciando
gue el agua contaminada podria ser un vehiculo de trasmision de este
patdgeno emergente. Para evaluar el riesgo real al que esta expuesto el
consumidor seria necesario determinar el potencial infeccioso de estas

células.

Tomando como base los resultados de este estudio, podemos asociar la
presencia de H. pylori en el agua como un indicador de la calidad del proceso
en las plantas de tratamiento, dado que la bacteria ha demostrado ser
resistente a las concentraciones de cloro usadas normalmente en el proceso

de potabilizacion.

Los resultados de este trabajo plantean la necesidad de revisar la eficacia de
los métodos de potabilizacién aplicados habitualmente al agua, puesto que se
ha demostrado la capacidad de H. pylori de resistir a los mismos y permanecer

viable tras el proceso de potabilizacién.
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La deteccion de H. pylori en muestras de agua es dispendiosa, sin embargo,
para llevar a cabo este proceso en el agua potable, se sugiere la técnica de
gPCR, con previa concentracion de la muestra usando el “hisopo de Moore” y
posterior elusion para la extraccién del ADN. Y en el caso del agua cruda, se
sugiere realizar la concentracibn de la muestra por centrifugacion y

suspension del sedimento en PBS, para posterior extraccion del ADN.

Se sugiere continuar con estudios de la presencia de H. pylori en redes de
distribucién de agua potable y biopeliculas, al igual que en las diferentes
etapas del proceso de tratamiento de potabilizacién, para asi determinar si

este patdgeno puede servir como control en la calidad del agua.

Para realizar evaluacién del riesgo a la salud publica que puede implicar la
presencia de H. pylori en el agua potable, se requieren nuevos estudios para
determinar la dindmica poblacional de la bacteria en el agua, que proporcionen
estimaciones del nimero de células y su estado fisiolégico (VNC, muertas, o

viables y cultivables).

Ademés, es importante conducir estudios in vitro para determinar la
infectividad de las cepas de H. pylori encontradas en el agua, y con esto poder

estimar el riesgo de infeccidn.

Finalmente, se ha determinado que H. pylori puede cohabitar con amebas y
zooplancton, los cuales le sirven de proteccion al proceso de desinfeccion,
ayudandolo a sobrevivir con éxito en el agua y potencialmente permitir que se
transmita a los humanos. La investigacion de las interacciones entre H. pylori
y estos organismos, podria contribuir a la evaluacion del posible riesgo de la

transmisién de H. pylori a través del agua.
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ANEXO [|: Medios de Cultivo

1. Agar Brucella Suplementado

1.1. Agar Brucella BBL™ (Becton Dickinson)

Composicion g/L:

Componente Concentracién (Litro™)
Caseina digerida por enzimas pancreaticas 10g

Tejido animal digerido por enzimas pépticas 10g

Dextrosa 1g

Extracto de levadura 29

Cloruro sédico 5¢g

Bisulfito sédico 01g

Agar bacteriolégico 15¢

Resuspender 38.7g en 900 mL de agua destilada y esterilizar a 121°C por 15 min.
Una vez esterilizado el agar Brucella, se deja enfriar hasta = 50°C y se adiciona 5%
Sangre de caballo defibrinada (45 mL), 0,2% de DENT Suplemento (Oxoid, Inglaterra)
(2 mL) y 0,4% de Isovitalex (Becton Dickinson BBL™) (3.6 mL), mezclar bien y servir

en placas de Petri plasticas estériles.

1.2. DENT - Suplemento selectivo para H. pylori (Oxoid SR0147, Inglaterra).

Presentacion por viales. 1 vial es suficiente para 500mL de medio.

Composicion por vial 1 vial 1L

Vancomicina 5.0 mg 10 mg
Trimetropina 2.5mg 5 mg
Cefsulodina 2.5 mg 5mg
Anfotericina B 2.5 mg 5mg
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1.3. Isovitalex (Becton Dickinson BBL™)

Composicion:

Componente Concentracién (Litro™)
Vitamina B12 0,01g
L-glutamina 10,0g
Adenina 1049
Clorhidrato de guanina 0,03 ¢
Acido p-aminobenzoico 0,013 g
Dinucle6tido de nicotinamida adenina 0,259
Pirofosfato de tiamina 0,19
Nitrato férrico 0,02¢
Clorhidrato de tiamina 0,003 g
Clorhidrato de L-cisteina 259¢
L-cistina 119
Dextrosa 100,09

2. Agar HP (disefiado por Degnan et al., 2003)

Composicion:

Componente

Concentracién (Litro™)

Agar bacteriol6gico*
Peptona especial*

Extracto de carne*

Extracto de levadura*
Cloruro de sodio*

Rojo de fenol*

Acido clorhidrico 1N (HCI)**
Polimixina B**

Anfotericina B**
Vancomicina**

Trimetoprima**

159
109
59
59
59
100 mg
0.8 mL
3.500 U
7.5 mg
10 mg
5mg
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Cefsulodina** 5mg
Urea** 600 mg

*Estos componentes fueron mezclados junto con el agua (1L) y autoclavados por
20 minutos a 121°C. y fue atemperado a 50°C. los antibiéticos** y la urea** fueron
adicionados asépticamente en agitacién constante. Finalmente, se adicioné el HCI
para obtener un pH final de 5.7 a 45°C y de 6.0 a 22°C. distribuir el medio en cajas
de Petri.

3. Caldo Brucella Suplementado BBL™

Caldo Brucella BBL™ (Becton Dickinson)

Composicion:

Componente Concentracion (Litro™)
Caseina digerida por enzimas pancreaticas 109
Peptona 10g
Tejido animal digerido por enzimas pépticas 10g
Dextrosa 1lg
Extracto de levadura 29
L-Arginina 1g
Piruvato Sédico 1g
Hemina 59
Vitamina K1 05g
Cloruro sédico 59
Bisulfito sédico 0.1g

Resuspender 28 g en 1L de agua destilada y esterilizar a 121°C, 15 min. Una vez
esterilizado el caldo Brucella, se deja enfriar hasta + 50°C y se adiciona 0,2% de
DENT Suplemento (Oxoid, Inglaterra) (2 mL/L) y 0,4% de Isovitalex (Becton Dickinson

BBL™) (4 mL/L), mezclar bien y alicuotar en frascos estériles.
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4, Caldo Urea

Resuspender 1 g de urea (Merck, Alemania, CAS 57-13-6) en 10 mL de agua
destilada estéril. A parte resuspender 0.001g de rojo de fenol (Merck, Alemania, CAS
143-74-8) en 10mL de agua destilada estéril.

Para 10 mL de solucién de urea, agregar 1mL de la solucion de rojo de fenol.
(Rojo de fenol al 0.01%).
pH 6.9 Amarillo.
pH 8.2 Rojo.

5. Agar Chromocult® para coliformes (Merck, Alemania, VM665 126 502)

Composicion:

Componente Concentracién (Litro™)
Peptona 39
Extracto de levadura 29
NacCl 59
NaH:PO4 x 2 H20 2.24¢g
Na:HPO4 2749
Piruvato de sodio 19
Sorbitol 1g
Triptéfano 1g
Tergitol® 7 0.15¢g
6-Chloro-3-indoxyl-beta-D-galactopironidasa 0.2¢g
5-Bromo-4-cloro-3-indoxyl-D-acido glucuronico 01g
Isopropil-beta-D-tiogalacto pironidasa 0.1g
Agar-agar 10

Resuspender 26.5 g en 1000 mL de agua destilada estéril. Calentar bajo
agitacion suave hasta que el medio de cultivo se haya disuelto completamente. No

autoclavar ni sobrecalentar el medio. Dejar enfriar entre 45-50 °C y agregar el
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suplemento selectivo E. coli / Coliformes de marca Merck (Numeral 8.2) en
condiciones asépticas. Servir en cajas de petri pequefias 60x15mm. Almacenar las

cajas servidas a 4 (£2) °C protegido de la luz.

Suplemento selectivo E. coli / coliformes

El suplemento E. coli / coliformes-selectivo (Merck, Alemania) es una mezcla
de dos inhibidores en forma liofilizadas. Compuesto por: 2.5mg de vancomicina y

2.5mg de cefsulodina.
Resuspender el liofilizado agregando 2 mL de agua destilada estéril en el frasco
original en condiciones asépticas. Agregar el contenido de un frasco de suplemento

a 500 mL de medio de cultivo ChromoCult coliform agar listo para servir.

6. Agar SPS - Sulfite Polymyxin Sulfadiazine (Merck, Alemania, VM687 735

524)
Composicion:

Componente Concentracion (Litro™®)
Extracto de levadura 109
Hidrolizado pancreético de caseina 15¢
Citrato férrico 059
Sulfito sédico 059
Polimixina B sulfato 0,01g
Sulfadiacina 0.12¢
Tioglicolato sddico 0.1g
Agar 139¢g

Resuspender 39.7 g del medio en 1 litro de agua destilada. Mezclar hasta
disolver por calentamiento y agitacién constante. Esterilizar en autoclave a 121°C por

15 minutos.
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ANEXO II: Reactivos y Soluciones

ANEXO II.1. Aislamiento y concentracion

PBS 1X

Concentracion L

Componente

NaCl 8.1g
NaH:PO, 0209
Na;HPO, LA €
KCI 0.22g

Agua destilada 1000 mL

Primero disolver los fosfatos y luego el cloruro sddico. Ajustar el pH a 7,2.
Esterilizar por filtracién 0.45 pm o 0.2 um.

Posteriormente esterilizar a 115°C, 20 min. Conservar a 4°C, uso en frio.
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ANEXO I1.2. Soluciones y reactivos para FISH

Fijacién de muestras

v PBS 1X.
v' Paraformaldehido (PFA) (Panreac, ref. 141451).

Calentar 65 mL de agua destilada hasta 60°C. Afiadir 4 g de paraformaldehido
(Panreac, ref. 141451). Adicionar unas gotas de NaOH (5M) para ayudar a la
disolucion del polvo. Quitar de la fuente de calor y afiadir 33 mL de PBS 3X. Ajustar
el pH a 7.2 con CIH. Eliminar los posibles cristales mediante filtracion y conservar a

4°C durante un maximo de 48 horas, o a -20°C durante varias semanas.

v/ Etanol absoluto (Sigma-Aldrich, ref. 24102).

Gelatinizacion de los portaobjetos

Componente

Gelatina bacterioldgica (Panreac, ref. 403902) 0,1%

Sulfato potasico cromato (Sigma-Aldrich, ref. C-5926) 0,01%

Calentar previamente el agua destilada hasta 60°C. Afiadir la gelatina y la sal
de cromato y mantener calentando en agitacion hasta la completa disolucion.
Atemperar la solucién a unos 45°C y sumergir en ella los portaobjetos cubiertos con
teflén (Marienfeld, ref. 9782100). Escurrir los portaocbjetos y dejar secar al aire. Secar

al aire.

Deshidratacién de las muestras

v' Etanol 50%: 100 mL Etanol absoluto + 100 mL agua destilada. Guardar a

temperatura ambiente.
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v' Etanol 80%: 160 mL Etanol absoluto + 40 mL agua destilada. Guardar a
temperatura ambiente.
v' Etanol 100 %: Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura

ambiente y a 4°C para fijacién.
Sondas (50 ng/pL)
v" Sonda para Eubacterias: EUB338-I, EUB338-1l, EUB338-Ill (Tib Molbiol ®,
Alemania).
v' Sonda para Helicobacter pylori: HPY-LNA (Exigon, USA).
Diluir en agua MilliQ la solucion madre de sondas marcadas con fluorocromos
hasta una concentracion 50 ng/ul. Tanto la solucién madre como la de trabajo se

almacenan a —20°C en oscuridad.

Tampén de hibridacién

Componente Cantidad

NaCl 5M 360 pl (0,9M)
HCI-Tris 1M 40 pl (20 mM)
SDS 10% 2 ul (0,01%)
Formamida (SIGMA F-7503) X I (0-50%)
Agua milliQ completar hasta 2 ml

Mezclar todos los componentes y afiadir en ultimo lugar el SDS 10%.

Completar hasta 2 ml y agitar.

Tampon de lavado
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Componente Cantidad

NaCl 5M* (9000-100 pl)
HCI-Tris 1M 1000 I

SDS 10% 50 pl

EDTA 0,5M** 500 pl

Agua milliQ completar hasta 50 ml

* La concentracion de NaCl depende de la concentracion de formamida en el tampén
de hibridacion.
** Solo se afiade en caso de que el tampdn de hibridacion contenga un 20% de

formamida o mas.

%Formamida pL de NaCl 0.5M
(Tampodn de hibridacion) (Tampén de lavado)
0 9000
10 4500
20 2150
30 1020
35 700
40 460
1. NaCl 5M
Componente Cantidad
Cloruro de sédico (NaCl) 292.2g
Agua destilada 1000 mL

Disolver el NaCl en 800 mL de agua destilada y ajustar el volumen hasta 1 litro.

Esterilizar en autoclave 121°C durante 15 minutos y por filtracion.
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2. Tris-HCI 1M (pH 8.0)

Componente Cantidad
Tris Base 121.19g
HCI 42 mL
Agua destilada Hasta 1000 mL

Pesar el Tris Base y afiadir a 800 mL de agua destilada. Afadir 42 mL de HCI
concentrado y completar hasta 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave

121°C durante 15 minutos y por filtracién.

3. SDS 10%
Componente Cantidad
SDS 10g
Agua destilada Hasta 1000 mL

Esterilizar por filtracion.

4. EDTA 0.5M
Componente Cantidad
EDTA 186.1¢g
Agua destilada Hasta 1000 mL

Pesar el EDTA y afiadir a 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8.0 con
NaOH. Completar hasta 1000 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave 121°C
durante 15 minutos y por filtracién.

Visualizacién al microscopio

v' Antirrefractante (FluoroGuardTM Antifade Reagent, Bio-Rad).
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ANEXO I11.3. Reactivos y soluciones para PCRy gPCR

Extraccion de DNA

Aguas Crudas y Potables: “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen, USA).

Tampoén TE (pH 8)

+ Tris- HCI M10 mM
+ EDTA1mM

Reaccion de amplificacion para PCR

GoTag® Green Master Mix (Promega, M7123, USA).

Compuesta por: tampén de reaccion verde (pH 8.5) que contiene la DNA
Polimerasa, dATP 400uM, dGTP 400uM, dCTP 400uM, dTTP 400uM y MgCl, 3mM.

Reaccién de amplificacion para gPCR

LightCycler® FastStar DNA Master, SYBR Green | (Roche Diagnostics, Ref.
12 239 264 001, Alemania).

Compuesta por: FastStart Tag ADN Polimerasa, tampon de reaccion, dNTP mix
(con dUTP en lugar de dTTP), colorante SYBR Green |, solucién stock de MgCl-
50mM y agua grado PCR.

Iniciadores para Helicobacter pylori:

ureAF / ureAR (Invitrogen, USA).

cagAF / cagAR (Invitrogen, USA).
vacAsl/s2F / vacAsl1/s2R (Invitrogen, USA).
vacAm1/m2F / vacAm1/m2 (Invitrogen, USA).

-+ +
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+ glmMF / gimMR (Invitrogen, USA).

4+ VacAR/ VacAF (Invitrogen, USA).

4+ VacAR/ VacAF (Tib Molbiol®, Alemania).
Electroforesis de ADN en gel de agarosa

v' Agarosa

UltraPure™, Agarose. Resuelve fragmentos de 100 a mas de 30Kb,
Electroendosmosis EEO de 0.09-0.13-mr. (Invitrogen™, Ref: 16500-100, USA).

v Tampon TAE 50X (solucién stock): Tris-Acético-EDTA

Componente Cantidad
Tris-Base 242 ¢
Acido acético glacial 5.71 mL
EDTA 0,5M 10 mL
Agua desionizada Completar a 1000mL

v' Tampo6n TAE 1X

Componente Cantidad
TAE 50X 20 mL
Agua desionizada Completar a 980mL

Para la preparacion del gel de agarosa: Pesar la cantidad deseada de agarosa
(20mg/mL) y disolver con el tampon TAE 1X. Llevar a ebullicion, agitar, atemperar a
50° C y adicionar el reactivo para tefir el gel, el volumen depende del tamafio del gel

que se elabore (1 uL / 100mL). Verter en la bandeja molde para el gel.

v Tampon de carga
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6X Loading Dye Solution (Fermentas, Espafia, ref. R0O611).

Composicion 10mL:

Componente Volumen
Azul de bromofenol 1% 2.5 mL
Ficoll 2.5 mL
EDTA (0.5M) 1mL
Agua Ultrapura 4mL

I
(0]

pH

v' Marcador de pesos moleculares

+ TrackIt™ 100 bp DNA Ladder. (1pg/ul). Composicion: Tris-HCI (pH 7.5) 10mM,
EDTA (pH 8.0) 10mM, XCFF 0.06%, tartracina 0.6%, y glicerol 5% (Invitrogen™,
USA).

+ GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Espafia, ref. SM0323).

v' Reactivos para tefiir geles
+ SYBR™ Safe™ al 0.02% (SYBR® Safe DNA gel stain, 10.000X en agua,
Invitrogen™, S33102, USA).

+ GelRed (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X en agua) (0.5 pl/10mL)
(Biotium, USA).
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Tabla 38. Resultados de los andlisis para la deteccion de H. pylori en el agua cruda y potable de la PTAP 1.

ANEXO Ill. Deteccion de H. pylori mediante cultivo, FISH, PCR y gPCR en muestras de agua cruday potable.
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Tabla 39. Resultados de los andlisis para la deteccion de H. pylori en el agua cruda y potable de la PTAP 2.
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¢
Pos
©)
©)
¢
©)
¢
©)
Pos
Pos
¢
©)
)
©)
)
)

()
©)
¢)
Pos
Pos
Pos
Q)
Q)
¢)
©)
¢
Pos
¢)
)
¢)
Q)
Q)
Q)
¢)
©)
¢)
©)
¢)
¢)
Q)
)

)
()
©)
Pos
Pos
©)
©)
©)
G
()
¢
Pos
©)
©)
©)
©)
©)
G
G
()
©)
)
©)
©)
©)
)

()
()
)
Pos*
Pos*
)
)
)
)
()
)
Pos*
)
©)
)
)
)
)
)
()
)
)
)
©)
)
()
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46
47
48
49
50
51
52
53

TP

Pos
Pos
¢
Pos
Pos
Pos
Pos

Pos

36

()
©)
©)
©)
©)
©)
©)
Pos

8

)
©)
)
)
¢)
¢)
¢)
Pos*

8

()
©)
©)
©)
Q)
©)
©)
©)
18

()
()
©)
©)
©)
©)
©)
©)
17

()
)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
14

()
©)
()
©)
()
©)
()
©)
14

©)
Pos
Pos
©)
¢
G
Pos

Pos

32

()
)
)
©)
)
©)
)
)
8

()
()
©)
©)
©)
©)
©)
©)
8

()
()
©)
©)
©)
©)
©)
©)
20

()
©)
)
0
)
©)
)
©)
17

)
()
©)
©)
©)
©)
©)
G
15

()
()
)
©)
)
)
)
)
15

Test BQ: Pruebas bioquimicas (catalasa, ureasa y oxidasa); FISH: hibridacion in situ con sondas fluorescentes; Sec: secuenciacion por Sanger; PCR det:

genes ureA y glmM; UG/mL: unidades gendmicas / mililitro; UG/R: unidades gendmicas / reaccion; Pos: positivo (presencia de H. pylori); Pos*: 297%

homologia para H. pylori; (-): negativo (Ausencia de H. pylori); TP: total muestras positivas; NM: no muestra.
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Tabla 40. Resultados de los andlisis para la deteccion de H. pylori en el agua cruda y potable de la PTAP 3.

MUESTRA

© 00 N o o b~ W N P

O S e S O e I N i e
O © ® N O U A W N KB O

AGUA CRUDA

AGUA POTABLE

Cultivo

Test BQ FISH

)
)
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
)
Pos
Pos
Pos
Pos
©)
Pos
©)
Pos
NM
)
Pos
Pos

©
)
Pos
Pos
Q]
)
Pos
)
)
Pos
©
)
)
Pos
Q]
Pos
NM
)
)
)

Sec

)
)
Pos*
Pos*
)
)
Pos*
)
)
Pos*
)
)
)
Pos*
)
Pos*
NM
)
)
)

PCR
det

¢
¢
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
¢
Pos
Pos
¢
©)
Pos
NM
Pos
¢

Pos

PCR gen

vacA
Q)
)
©)
Pos
©)
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Q)
Pos
Pos
¢
©)
Pos
NM
Pos
Q)

Pos

Muestras directas

qPCR
UG/mL

Q)

¢

©)

2,47x10?

©)
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos

¢

¢
Pos

¢

©)

1,51x10?

NM
Pos

Q)

()

Sec

Q)
¢
©)
Pos*
©)
Pos*
Pos*
Pos*
Pos*
Pos*
Q)
¢
Pos*
)
©)
Pos*
NM
Pos*
Q)
)

Test
BQ

Pos
Pos
Pos
Pos
©)
Pos
Q)
Pos
Pos
)
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
NM
Pos
Q)

Pos

Cultivo
FISH

¢
¢
Pos
Pos
©)
Pos
¢
¢
Q)
¢
¢
¢
©)
Pos
©)
Pos
NM
Pos
¢
()

Sec

Q)
¢
Pos*
Pos*
Q)
Pos*
Q)
¢
¢
¢
©)
¢
©)
Pos*
©)
Pos*
NM
Pos*
Q)
()

PCR

det
Q)
Pos
Pos
Pos
Q)
Pos
Pos
¢
Pos
Pos
Pos
¢
©)
¢
©)
Pos
NM
Pos
Q)
)

Muestras directas

PCR gen
vacA

Q)
Pos
Pos
Pos

©)
Pos
Pos

()
Pos
Pos
Pos

)

©)

¢

©)
Pos
NM

()

Q)

()

gPCR
UG/R

¢
3,41x10?!
1,73x102
Pos
©)
7,22x10*
1,79x10!
©)
4,10x10?
3,02x10%
Pos
)
©)
)
©)
4,0x10*
NM
)
©)
()

Sec

Q)
Pos*
Pos*
Pos*

©)
Pos*
Pos*

¢)
Pos*
Pos*
Pos*

Q)

©)

)

©)
Pos*

NM
¢)

Q]

Q)
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Pos
Pos
Pos
Pos
©)
Pos
Pos
Pos
©)
)
Pos
)
Pos
Pos
Pos
Pos
)
)
Pos
)
©)
Pos
©)
)
Pos
Pos

Pos
Pos
©)
Pos
©)
Pos
©)
)
©)
)
©)
)
©)
¢
©)
)
)
)
©)
)
©)
)
©)
)
Pos

()

Pos*
Pos*
©)
Pos*
¢
Pos*
©)
¢
©)
©)
©)
¢
©)
©)
©)
¢
©)
)
©)
)
©)
¢
©)
¢
Pos*

()

Pos
Pos
Pos
Pos
¢
¢
©)
¢
©)
¢
Pos
Pos
Pos
¢
Pos
)
Pos
Pos
Pos
)
©)
)
¢
¢
©)
)

Pos
()
Q)

Pos
Q)
¢
Q)
)
©)
)

Pos
Q)
Q)
¢
Q)
)
Q)

Pos
©)
Q)
©)
Q)
Q)
)
Q)
()

7,78x10
)

)
1,61x10*
()

()

()

)

)

)
7,22x10
()

()

()

()

)

()
1,05x10?
()

()

)

()

()

()

()

()

Pos*
()
Q)

Pos*
Q)
)
Q)
)
©)
¢

Pos*
Q)
Q)
)
Q)
)
Q)

Pos*
©)
Q)
©)
Q)
Q)
¢
Q)
)

©)
()
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
)
Q)
Pos
Q)
Pos
Pos
Pos
©)
Q)
Pos
Pos
Q)
)

©)
©)
Pos
Pos
¢
Pos
¢
Pos
Pos
¢
©)
)
¢
¢
¢
)
¢
Pos
¢
)
©)
)
¢
)
¢
)

©)
©)
Pos*
Pos*
Q)
Pos*
Q)
Pos*
Pos*
Q)
©)
)
Q)
Q)
Q)
Q)
Q)
Pos*
©)
)
©)
)
Q)
Q)
Q)
Q)

Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
¢
©)
©)
Pos
¢
Q)
Pos
¢
¢
¢
¢
©)
¢
©)
¢
¢
¢
¢
()

©)
()
Q)
)
Pos
Pos
Q)
)
©)
)
Pos
Q)
Q)
¢
Q)
¢
Q)
)
©)
Q)
©)
Q)
Q)
)
Q)
()

()
()
©)
©)
6,06
Pos
©)
©)
()
G
6,57x10*
©)
©)
©)
©)
©)
©)
©)
()
()
)
©)
©)
©)
©)
()

©)
©)
©)
)
Pos*
Pos*
¢
)
©)
¢
Pos*
)
¢
)
¢
¢
©)
)
©)
)
©)
)
¢
¢
¢
()

192



Anexos

47
48
49
50
51
52
53

TP

NM
NM
Pos
Pos
Pos
Pos
Q]
32

NM
NM
)
Pos
()
()
Q)
12

NM
NM
()
Pos*
Q)
()
()
12

NM

NM
()

()

()

()

()

26

NM

NM
©)
)
G
)
©)
15

NM

NM
()
)
()
()
)
13

NM

NM
0
()
©)
()
©)
13

NM
NM
Pos
()
©)
Pos
©)
32

NM

NM
()
)
()
()
()
12

NM

NM
)
()
)
()
)
12

NM
NM

©)
©)
©)
©)
©)
19

NM
NM

©)
)
©)
)
0
12

NM

NM
)
()
Q)
()
()
12

NM

NM
)
()
()
()
()
12

Test BQ: Pruebas bioquimicas (catalasa, ureasa y oxidasa); FISH: hibridacion in situ con sondas fluorescentes; Sec: secuenciacion por Sanger; PCR det:

genes ureA y glmM; UG/mL: unidades gendmicas / mililitro; UG/R: unidades gendmicas / reaccion; Pos: positivo (presencia de H. pylori); Pos*: 297%

homologia para H. pylori; (-): negativo (Ausencia de H. pylori); TP: total muestras positivas; NM: no muestra.
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ANEXO IV. Resultados de los andlisis de los indicadores de contaminacidon fecal en las muestras de agua potable y

cruda de las plantas de tratamiento.

Tabla 41. Resultados de los andlisis de la cuantificacion de los indicadores de contaminacion fecal en agua cruda y potable de la PTAP 1.

© 0 N o o1 A W N L Muestra

[ e =~ I S S T
N o oM wDN RO

Afo
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes
Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre

Clima

Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia

Indicadores de contaminacion fecal evaluados

Coliformes totales (ufc/mL)

Cruda
2,8E+03
3,7E+03
1,9E+03
3,4E+03
2,5E+03
2,0E+03
7,9E+03
7,3E+03
7,0E+03
5,7E+03
6,3E+03
9,0E+03
2,7E+04
2,0E+04
9,8E+03
5,7E+04
5,4E+03

Potable

o

O O OO OO O O o oo oo o oo

E. coli (ufc/mL)

Cruda
8,0E+02
7,0E+02
3,0E+02
1,4E+03
4,0E+02
4,0E+02
1,7E+03
1,3E+03
7,0E+02
1,3E+03
1,2E+03
7,0E+02
2,0E+01
1,0E+03
1,7E+03
2,1E+03
5,0E+02

Potable
0

O O OO O O O O OoOOoOo oo o oo

Esporas de Clostridium (ufc/mL)

Cruda
1,0E+01
3,8E+02
1,2E+02
3,5E+02
2,8E+02
4,0E+01
3,0E+02
4,4E+02
4,0E+02
6,0E+02
5,0E+02
2,2E+02
6,6E+02
2,2E+02
5,2E+02
4,4E+02
9,0E+02

Potable
0

O O O O O O O OO oo oo o oo
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Noviembre
Noviembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo

17
24

15
22
29
19
26

16
23

15
22
29

12
19
26

10
17
24
31

Seco
Lluvia
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia

1,0E+04
3,6E+04
6,8E+03
5,4E+03
7,2E+03
8,9E+03
5,6E+03
4 1E+03
6,9E+03
5,5E+03
3,4E+03
4,5E+03
7,8E+03
1,2E+04
2,0E+03
9,5E+03
7,7E+03
8,9E+03
7,2E+03
4,0E+04
7,1E+03
3,2E+03
1,2E+04
5,4E+03
3,9E+03
8,9E+03
1,6E+04

O O O OO OO O OO OO0 O0OO0OO0ODO0OOLDOLOoOOoOoOoOoo o oo

4,0E+02
4,0E+02
7,0E+02
5,0E+02
6,0E+02
2,3E+02
2,3E+02
5,0E+02
6,0E+02
3,0E+02
3,0E+02
5,0E+02
6,1E+02
3,0E+03
6,0E+02
6,2E+02
6,0E+02
1,5E+03
1,5E+03
1,2E+02
3,0E+02
9,0E+02
1,9E+03
1,3E+03
1,3E+03
1,0E+03
8,0E+02

O O O OO OO O OO OO0 OO0 O0ODO0OODOLOoOOoOoOoOo oo oo

5,5E+03
2,6E+02
1,7E+02
3,2E+02
2,2E+02
2,5E+02
2,8E+02
3,6E+02
4,6E+02
3,5E+02
3,5E+02
1,8E+02
2,9E+02
2,6E+02
2,0E+02
4,1E+02
1,8E+02
2,3E+02
1,8E+02
5,4E+01
1,4E+02
8,0E+00
8,0E+00
2,3E+02
2,3E+02
2,8E+02
5,9E+02

O O O OO O OO OO OO0 OO0 O0ODO0OO0DOLuOoOOouOoo oo o oo
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45

46

47

48

49

50

51

52

53
Promed
Maximo
Minimo
DS

2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
io

Junio
Junio
Junio
Junio
Julio
Julio
Julio
Julio
Agosto

7
14
21
28
5
12
19
26
2

Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia

3,4E+03
3,5E+03
5,1E+03
3,5E+03
1,1E+03
2,4E+03
8,2E+03
4 2E+03
5,2E+03
8,9E+03
5,7E+04
1,1E+03
+0,33

O O O O o o o o

o

0,0E+00

0,0E+00

0,0E+00
+0,0

1,3E+03
4,0E+02
9,0E+02
1,2E+03
6,0E+02
6,0E+02
1,2E+03
7,0E+02
8,0E+02
8,5E+02
3,0E+03
2,0E+01
+0,35

O O O O o o o o

o

0,0E+00

0,0E+00

0,0E+00
0,0

5,2E+02
6,0E+02
2,7E+02
5,5E+02
4,3E+02
2,8E+02
3,8E+02
6,0E+02
2,7E+02
4,2E+02
5,5E+03
8,0E+00
+0,47

O O O O O o o o

o

0,0E+00

0,0E+00

0,0E+00
+0,0

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; ufc/mL: unidades formadoras de colonias / 100 mililitros; DS: desviacion estandar.
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Tabla 42. Resultados de los andlisis de la cuantificacion de los indicadores de contaminacion fecal en agua cruda y potable de la PTAP 2.

© 0 N O 01 A W N P Muestra

N NNRP R RRERRERERRRR PR
NP, O © N U DM wdNREOo

Afo
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes
Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre

Dia
21
28

11

18

25

15

29

13

20

27

10

17
24

15

Clima

Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Seco

Indicadores de contaminacién fecal evaluados

Coliformes totales (ufc/mL)

Cruda
3,3E+02
1,8E+02
6,4E+01
4,0E+01
1,0E+02
1,3E+02
2,5E+02
4,5E+02
3,2E+02

NM
1,1E+02
2,0E+02
2,2E+02
1,3E+03
8,0E+02
6,1E+02
2,2E+02
1,7E+02
4 5E+02
5,2E+01
4,0E+02
2,2E+02

Potable
0

O O O OO0 oo o

prd
<

O O OO OO0 oo oo o o

E. coli (ufc/mL)

Cruda
1,1E+02
4,8E+01
8,0E+00
4,0E+00
5,6E+01
4,0E+01
1,3E+02
2,7E+02
1,3E+02

NM
6,0E+00
5,2E+01
2,0E+01
2,0E+00
2,0E+01
2,0E+00
3,8E+01
1,6E+01
3,0E+02
1,0E+01
7,6E+01
2,6E+01

Potable

O O O OO0 o o oo

b
<

O O OO OO O o o o o o

Esporas de Clostridium (ufc/mL)

Cruda
3,0E+01
2,0E+01
2,6E+01
1,4E+01
2,2E+01
1,6E+01
1,0E+02
5,2E+01
1,0E+02

NM
9,2E+01
3,0E+01
9,2E+01
2,0E+00
9,6E+01
4,0E+01
1,2E+02
1,0E+01
6,2E+01
6,0E+00
6,0E+01
1,3E+02

Potable

O O O OO o o o o

Z
<

O O OO OO0 oo oo o o
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Junio
Junio
Junio
Junio
Julio

Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia

6,0E+02
1,8E+02
1,8E+02
4,5E+02
2,0E+02
2,6E+02
1,2E+02
3,8E+01
6,4E+01
9,0E+01
6,4E+01
7,2E+02
1,8E+03
5,1E+03
7,2E+03
4,1E+02
1,3E+02
6,5E+02
1,5E+02
5,2E+02
2,6E+02
2,9E+02
2,0E+02
4,2E+02
4,8E+02
2,7E+02
1,1E+02

O O O OO OO0 O OO OO OO0OO0DOOO0LOOLuOoO oo oOo o o o o

5,0E+01
2,0E+00
2,0E+00
4,0E+01
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
6,0E+00
1,8E+01
1,8E+01
6,0E+00
1,2E+02
7,0E+01
7,0E+02
4,.8E+01
2,4E+01
3,4E+01
1,6E+01
2,2E+02
3,6E+01
6,0E+01
1,3E+02
6,0E+01
1,4E+02
1,5E+02
2,2E+01

O O O OO0 OO O 0O OO0 OO0 OO0 O0OO0OO0ODO0oOOoOOoOOouoOooo oo

5,4E+01
8,8E+01
8,8E+01
4,6E+01
2,0E+01
1,4E+01
8,0E+00
6,0E+00
4,0E+00
1,2E+01
1,0E+01
1,2E+01
4,0E+00
4,0E+00
5,7E+02
9,2E+01
1,0E+02
7,0E+01
3,8E+01
1,5E+02
6,4E+01
2,8E+01
4,8E+01
5,6E+01
2,8E+01
1,0E+02
3,0E+01

O O O OO OO O O O OO O0OO0OO0DOOODOLuOOouOoouoOouo oo o o
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50 2016
51 2016
52 2016
53 2016
Promedio
Maximo
Minimo

DS

Julio

Julio

Julio
Agosto

12

19

26
2

Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia

2,2E+02
7,0E+01
2,9E+02
2,4E+02
5,5E+02
7,2E+03
3,8E+01
+0,46

o O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

+0,0

1,2E+02
4,0E+01
2,8E+01
5,4E+01
6,9E+01
7,0E+02
2,0E+00
+0,67

o O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

+0,0

9,2E+01
2,6E+01
4,4E+01
5,2E+01
5,9e+01
5,7E+02
2,0E+00
+0,49

o O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

+0,0

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; ufc/mL: unidades formadoras de colonias / 100 mililitros; NM: no muestra; DS: desviacion estandar.
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Tabla 43. Resultados de los andlisis de la cuantificacion de los indicadores de contaminacion fecal en agua cruda y potable de la PTAP 3.

© 0 N O 01 A W N P Muestra

NNNPERPRPRERERERERRPRP P P
NP O ®© w~NO U NMNWNPRP O

Afio
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes
Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre

Dia
21
28

11

18

25

15

29

13

20

27

10

17
24

15

Clima

Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Seco

Indicadores de contaminacion fecal evaluados

Coliformes totales (ufc/mL)

Cruda
3,5E+02
2,0E+02
1,8E+02
2,4E+01
1,5E+02
2,2E+02
1,3E+02
3,8E+02
5,1E+02
1,9E+02
1,1E+02
4,5E+02
2,5E+02
1,8E+02
1,7E+03
4,1E+02

NM
4,3E+02
4,4E+02
3,3E+02
1,6E+02
4,3E+02

Potable

O O OO OO OO0 O o oo o o o o

pd
<

o O O © o

E. coli (ufc/mL)

Cruda
3,0E+01
3,2E+01
2,4E+01
2,4E+01
2,0E+01
6,6E+01
4,0E+01
1,2E+02
3,6E+01
6,2E+01
2,0E+00
2,0E+00
4,0E+00
4,0E+00
2,0E+00
6,0E+01

NM
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00

Potable

O O OO OO OO0 OO0 oo oo o o

=z
<

O O O o o

Esporas de Clostridium (ufc/mL)

Cruda
3,8E+02
4,0E+00
4,0E+00
8,0E+00
2,2E+01
5,0E+00
8,0E+00
5,1E+01
5,2E+01
3,2E+01
1,4E+01
4,0E+00
2,0E+00
5,4E+01
1,0E+00
1,0E+00

NM
2,0E+00
2,0E+00
3,0E+00
1,0E+00
2,0E+00

Potable
0

O O OO OO OO0 O o o o o o o

=z
<

O O O o o
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Junio
Junio
Junio
Junio
Julio

Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Seco
Seco
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia

2,1E+02
1,4E+02
1,2E+02
7,6E+01
5,4E+01
2,0E+02
5,5E+02
8,0E+02
2,0E+02
3,8E+02
5,1E+02
1,6E+03
4,6E+02
1,1E+03
2,0E+03
8,5E+02
6,8E+02
4,0E+02
2,4E+02
1,8E+02
1,8E+02
1,7E+02
1,6E+02
1,1E+02
NM
NM
3,4E+01

O O O O OO0 OO0 OO0 OO 0O O0OO0OOoOOoOOo oo o o o o

zZ 2
ez =

4,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
1,2E+01
1,2E+01
1,4E+02
2,4E+01
2,0E+01
1,8E+01
1,0E+02
1,2E+02
2,0E+01
2,0E+00
3,2E+01
2,0E+00
1,0E+02
1,6E+01
3,2E+01
1,6E+01
1,8E+01
NM
NM
1,6E+01

O O O O OO OO0 OO0 OO0 OO OO OoOo oo o o o o

zZ 2
© =z =

1,0E+00
3,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
2,0E+00
1,5E+01
8,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
2,0E+00
3,0E+00
3,0E+00
1,0E+00
8,0E+00
5,4E+01
6,0E+00
2,6E+01
6,0E+00
8,0E+00
2,4E+01
1,2E+01
1,8E+01
8,0E+00
6,8E+01
NM
NM
1,0E+01

O O O O OO0 OO0 OO0 OO OO0 OoOOoOOoO oo oo o o

zZ 2
ez =
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50

51

52

53
Promed
Maximo
Minimo
DS

2016
2016
2016
2016
io

Julio

Julio

Julio
Agosto

12

19

26
2

Lluvia
Lluvia
Seco
Lluvia

1,8E+02
9,2E+01
7,0E+01
6,0E+01
3,8E+02
2,0E+03
2,4E+01
+0,41

o O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

0,0

8,0E+01
3,2E+01
1,6E+01
2,0E+01
2,8E+01
1,4E+02
2,0E+00
+0,63

O O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

+0,0

8,0E+00
1,2E+01
4,0E+00
4,0E+00
1,9E+01
3,8E+02
1,0E+00
+0,59

o O O

0
0,0E+00
0,0E+00
0,0E+00

0,0

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; ufc/mL: unidades formadoras de colonias / 100 mililitros; NM: no muestra; DS: desviacion estandar.
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ANEXO V. Resultados andlisis fisicoquimicos de las muestras de agua potable y cruda de las plantas de tratamiento.

Tabla 44. Resultados de los andlisis de los parametros fisicoquimicos en agua cruda y potable de la PTAP 1.

© 0N O o~ W N P Muestra

O e S S e e e N Tl
O © N O UM WDNR O

Afo
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes

Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Diciembre

Dia
21
28
4
11
18
25
1
8
15
22
29
6
13
20
27
3
10
17
24
1

Parametros fisicoquimicos evaluados

Cruda

24,0
23,0
36,0
25,0
33,0
26,0
23,0
22,0
21,0
20,0
23,0
19,0
21,0
23,0
16,0
17,0
22,0
14,0
19,0
16,0

Turbidez (UNT)
Potable

0,13
0,12
0,16
0,17
0,18
0,16
0,15
0,17
0,10
0,14
0,13
0,14
0,11
0,15
0,17
0,11
0,16
0,14
0,16
0,13

%Rend

99,5
99,5
99,6
99,3
99,4
99,4
99,3
99,2
99,5
99,3
99,4
99,3
99,5
99,3
98,9
99,3
99,3
99,0
99,2
99,2

Cruda

80,0
100,0
80,0
70,0
80,0
80,0
70,0
70,0
80,0
80,0
90,0
90,0
100,0
90,0
90,0
90,0
110,0
100,0
110,0
100,0

Conductividad (uS/cm)
Potable

120,0
150,0
130,0
110,0
125,0
110,0
110,0
110,0
110,0
110,0
120,0
120,0
130,0
110,0
120,0
110,0
140,0
120,0
140,0
120,0

Cruda

6,8
7,0
6,8
6,8
6,7
7,0
6,9
6,8
6,8
7,0
6,9
7,0
6,9
7,2
7,2
7,1
6,9
7,0
7,0
7,1

Potable

6,73
6,82
6,79
6,83
6,83
6,83
6,80
6,78
6,72
6,85
6,85
6,82
6,73
6,74
6,79
6,72
6,72
6,77
6,84
6,88

Cl; Libre
(mgl/L)
potable

1,65
1,77
1,74
1,65
1,75
1,76
1,77
1,63
1,66
1,64
1,62
1,68
1,68
1,61
1,68
1,64
1,62
1,61
1,78
1.6
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Diciembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Junio
Junio
Junio

15
22
29
19
26

16
23

15
22
29

12
19
26

10
17
24
31

14
21

22,0
16,0
18,0
16,0
19,0
18,0
18,0
18,0
20,0
17,0
17,0
17,0
19,0
17,0
19,0
17,0
19,0
14,0
12,0
11,0
12,0
14,0
13,0
17,0
16,0
15,0
19,0

0,16
0,14
0,12
0,15
0,10
0,10
0,14
0,11
0,13
0,14
0,11
0,15
0,1

0,13
0,16
0,14
0,12
0,15
0,14
0,17
0,15
0,15
0,13
0,17
0,14
0,12
0,14

99,3
99,1
99,3
99,1
99,5
99,4
99,2
99,4
99,4
99,2
99,4
99,1
99,5
99,2
99,2
99,2
99,4
98,9
98,8
98,5
98,8
98,9
99,0
99,0
99,1
99,2
99,3

90,0
100,0
90,0
100,0
80,0
80,0
80,0
70,0
80,0
80,0
80,0
80,0
70,0
60,0
60,0
70,0
65,0
90,0
80,0
80,0
80,0
90,0
85,0
90,0
100,0
100,0
80,0

120,0
120,0
110
110
110
100
110
100
100
100
100
110
100
90
80
90
100
120
110
120
120
120
120
140
145
150
115

7,0

7,2

7,0

7,02
6,80
6,90
6,80
6,80
6,90
6,90
6,80
6,90
6,70
6,80
6,80
6,80
6,70
6,90
6,80
6,80
6,90
6,90
6,90
6,80
6,80
6,90
6,80

6,85
6,89
6,91
6,92
6,81
6,76
6,85
6,77
6,74
6,7
6,69
6,77
6,79
6,78
6,9
6,8
6,86
6,82
6,74
6,76
6,72
6,74
6,74
6,71
6,79
6,76
6,7

1,77
1,69
1,64
1,64
1,64
1,82
1,77
1,73
1,78
1,79
1,91
1,83
1,91
1,92
1,82
1,88
1,98
1,85
1,87
1,82
1,89
1,62
1,73
1,74
1,72
1,76
1,69
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48

49

50

51

52

53
Promed
Méaximo
Minimo
DS

2016
2016
2016
2016
2016
2016
io

Junio
Julio
Julio
Julio
Julio
Agosto

28

12

19

26
2

19,0
31,0
22,0
20,0
21,0
23,0
19,4
36,0
11,0
4,9

0,19
0,14
0,19
0,18
0,17
0,16
0,1
0,2
0,1
0,0

99,0
99,5
99,1
99,1
99,2
99,3
99,2
99,6
98,5
0,2

95,0
80,0
90,0
100,0
80,0
100,0
85,2
110,0
60,0
11,9

150
140
150
140
120
140

118,2
150,0
80,0
16,6

6,90
6,70
6,80
6,80
6,90
7,00
6,9
7,2
6,7
0,1

6,74
6,73
6,96
6,78
6,8
6,83
6,8
7,0
6,7
0,1

1,83
1,68
1,78
1,68
1,67
1,68
1,7
2,0
1,6
0,1

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remocién de la turbidez; pS/cm:

microSiemens / centimetro; Clz Libre: cloro libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviacion estandar.
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Tabla 45. Resultados de los andlisis de los parametros fisicoquimicos en agua cruda y potable de la PTAP 2.

© 0 N o o1l A W N P Muestra

N NNPERRPRERERERERPRP P
N PO © N U NMNWNDNPRE O

Afo

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes

Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre

Dia
21
28

11
18
25

15
22
29

13
20
27

10

17
24

15

Pardmetros fisicoquimicos evaluados

Cruda

6,59
9,20
10,50
6,99
8,88
9,25
7,89
12,60
11,40
NM
5,50
6,80
7,10
5,64
5,07
6,73
5,63
3,81
18,50
6,45
6,32
4,94

Potable

0,24
0,48
0,21
0,46
0,39
0,54
0,17
0,19
0,42
NM

0,32
0,27
0,28
0,43
0,41
0,23
0,18
0,34
0,32
0,26
0,37
0,34

Turbidez (UNT)
%Rend

96,4
94,8
98,0
93,4
95,6
94,2
97,8
98,5
96,3
NM
94,2
96,0
96,1
92,4
91,9
96,6
96,8
91,1
98,3
96,0
94,1
93,1

Cruda

18,8
17,1
18,6
20,1
16,6
8,1

19,4
19,2
0,0

NM

20,6
22,1
23,5
23,8
23,7
24,0
22,4
21,2
17,4
18,5
17,1
18,2

Conductividad (uS/cm)

Potable

60,1
57,7
62,1
62,8
62,9
59,1
72,8
52,9
52,3
NM
50,1
56,7
63,2
49,9
59,6
68,3
68,4
63,1
71,0
67,6
50,7
40,6

Cruda

6,79
6,29
6,39
6,39
6,45
6,39
6,40
6,41
0,00
NM

6,25
6,46
6,66
6,27
6,70
6,31
6,37
6,41
6,25
6,30
6,24
6,20

pH

Potable

7,09
6,99
7,35
7,34
7,20
6,77
7,18
6,91
6,74
NM

7,05
6,95
6,97
6,40
7,48
7,27
6,96
7,08
7,63
7,42
7,10
7,06

Cl; Libre

(mg/L)
potable
1,22
1,08
1,21
1,12
1,14
1,34
1,91
1,49
1,17
NM
1,1
1,12
1,44
1,3
1,23
1,2
1,02
1,25
1,45
11
0,79
1,21
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Junio
Junio
Junio
Junio
Julio

22
29
19
26

16
23

15
22
29

12
19
26

10
17
24
31

14
21
28

5,2
4,6
5,04
5,28
6,89
4,94
4,55
4,6
4,41
5,68
4,2
4,36
4,36
20,9
8,41
6,1
5,11
6,14
5,47
6,72
5,8
16,2
14,4
6,52
12,4
8,36
10,1

0,27
0,18
0,17
0,22
0,22
0,25
0,2

0,2

0,16
0,14
0,27
0,3

0,17
0,23
0,27
0,7

0,82
0,17
0,19
0,18
0,15
0,2

0,35
0,2

0,4

0,14
0,47

94,8
96,1
96,6
95,8
96,8
94,9
95,6
95,7
96,4
97,5
93,6
93,1
96,1
98,9
96,8
88,5
84,0
97,2
96,5
97,3
97,4
98,8
97,6
96,9
96,8
98,3
95,3

18,2
19,7
21,8
22,4
23,1
24
24,6
25,2
25,5
26,5
26,9
27,7
27,9
20,7
21,7
21,4
26,2
24,5
21,8
15,5
18,7
19,3
21,5
17,6
15,5
16,8
14,7

56,4
58,6
77,2
74,2
70,8
66,2
54,4
62,3
68,3
78,1
88,8
85,1
87,2
94,1
93,4
72,8
88,4
79,2
65,1
79,9
66,2
65,8
69,5
65,4
58,3
66,4
58,4

6,25
6,25
6,26
6,37
6,34
6,49
6,44
6,55
6,37
6,46
6,42
6,47
6,52
6,41
6,32
6,12
6,22
6,31
6,34
6,24
6,35
6,47
6,46
6,23
6,43
6,62
6,2

7,26
7,12
7,09
6,94
6,6

6,68
6,68
7,01
6,85
7,11
7,35
7,5

6,65
6,56
6,79
6,6

6,52
6,79
6,95
6,72
7,81
6,89
6,86
7,59
7,95
7,32
7,25

1,25
1,45
1,35
1,03
0,94
0,91
1,52
1.8
1,63
1,13
1,32
1,04
1,48
1,54
1,18
0,95
1,15
1,45
1,16
1,39
1,67
1,49
1,54
1,43
1,72
1,66
1,24
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50

51

52

53
Promedio
Maximo
Minimo
DS

2016
2016
2016
2016

Julio

Julio

Julio
Agosto

19
26

47,1
17
11,8
8,88
8,6
47,1
3,8
6,7

0,23
0,35
0,28
0,22
0,3
0,8
0,1
0,1

99,5
97,9
97,6
97,5
95,7
99,5
84,0
2,7

20,8
21,1
19,6
20,2
20,4
27,9
0,0

4,7

84,9
75,2
41,4
67,2
66,8
94,1
40,6
12,3

6,29
6,15
6,35
6,59
6,3
6,8
0,0
0,9

7,44
7,45
6,89
7,79
7.1
8,0
6,4
0,4

1,52
15
1,36
1,05
13
1,9
0,8
0,2

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remocién de la turbidez; pS/cm:

microSiemens / centimetro; Cl2 Libre: cloro libre residual; mg/L Cl2: miligramos de Cloro / Litro; DS: desviacion estandar; NM: no muestra.
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Tabla 46. Resultados de los andlisis de los parametros fisicoquimicos en agua cruda y potable de la PTAP 3.

© 0 N o o1l A W N P Muestra

N NNPERRPRERERERERPRP P
N PO © N U NMNWNDNPRE O

Afo
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Fecha

Mes

Julio
Julio
Agosto
Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Octubre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Noviembre
Diciembre
Diciembre
Diciembre

Dia
21
28
4
11
18
25
1
8
15
22
29
6
13
20
27
3
10
17
24
1
9
15

Pardmetros fisicoquimicos evaluados

Cruda

2,1

24

2,6

2,3

7,1

4,1

2,4

10,1
5,7

4,8

7,3

2,0

1,6

1,73
1,48
1,75
NM

15

1,79
1,75
2,31
2,16

Potable

0,35
0,43
0,45
0,53
1,30
0,47
0,48
0,49
0,48
0,64
0,42
0,55
0,40
0,56
0,61
0,52
NM
0,49
0,51
0,77
0,52
0,53

Turbidez (UNT)
%Rend

83,6
81,7
82,8
77,2
81,7
88,5
80,3
95,1
91,6
86,8
94,3
73,0
75,2
67,6
58,8
70,3
NM
67,3
71,5
56,0
77,5
75,5

50,0
50,0
50,0
50,0
51,0
52,0
52,0
53,0
54,0
57,0
60,0
29,0
29,0
29
30
30
NM
30
30
30
30
31

Conductividad (uS/cm)

Cruda Potable

60,0
62,0
63,0
60,0
62,0
60,0
60,0
64,0
66,0
68,0
73,0
38,0
34,0
37
38
38
NM
38
38
38
38
38

Cruda

6,84
6,72
6,81
6,82
6,86
6,77
6,88
6,69
6,68
6,84
6,79
6,89
6,80
6,97
6,97
7,00
NM
6,98
6,86
6,85
6,85
6,84

Potable

6,63
6,60
6,77
6,75
6,49
6,68
6,76
6,61
6,79
6,73
6,55
6,61
6,50
6,72
6,68
6,63
NM
6,66
6,57
6,47
6,55
6,53

Cl, Libre
(mg/L)
potable

1,82
1,97
1,85
1,66
1,97
1,71
1,66
1,82
1,65
1,58
1,56
1,53
1,55
1,85
1,66
1,97
NM
1,66
1,82
1,65
1,58
1,53
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Diciembre
Diciembre
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Mayo
Junio
Junio
Junio
Junio
Julio

22
29
19
26

16
23

15
22
29

12
19
26

10
17
24
31

14
21
28

1,83
2,22
2,88
2,81
2,38
3,01
2,48
2,25
2,52
2,08
2,28
1,75
1,58
27
6,42
4,97
3,04
2,81
2,22
3,39
8,16
4,29
2,81
2,31
NM
NM
3,02

0,48
0,48
0,6
0,52
0,53
0,37
0,6
0,52
0,56
0,57
0,54
0,47
0,56
0,68
0,73
0,94
0,5
0,37
0,32
0,38
0,64
0,48
0,28
0,33
NM
NM
0,43

73,8
78,4
79,2
81,5
77,7
87,7
75,8
76,9
77,8
72,6
76,3
73,1
64,6
97,5
88,6
81,1
83,6
86,8
85,6
88,8
92,2
88,8
90,0
85,7
NM
NM
85,8

30
30
94
45
45
46
47
49
51
54
59
38
59
62
39
35
34
34
36
36
33
41
42
42
NM
NM
35

38
39
76
55
54
54
56
59
62
57
61
70
70
78
51
49
40
39
40
41
41
45
45
46
NM
NM
47

6,68
6,84
6,66
6,61
6,55
6,1
6,52
6,69
6,6
6,58
6,8
6,76
6,85
6,74
6,89
6,87
6,84
6,87
6,82
6,84
7,01
6,72
6,89
6,792
NM
NM
7,26

6,58
6,53
6,51
6,53
6,5

6,39
6,55
6,67
6,59
6,55
6,66
6,72
6,66
6,44
6,72
6,66
6,63
6,76
6,62
6,65
6,48
6,56
6,55
6,64
NM

NM

6,93

1,61
1,88
2,00
1,61
1,75
1,94
1,74
1,87

2

2
1,88

1,98
1,72
1,93
1,89

1,81
19
1,87
1,83
1,59
1,88
1,7
NM
NM
1,98
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50

51

52

53
Promedio
Maximo
Minimo
DS

2016
2016
2016
2016

Julio

Julio

Julio
Agosto

12
19
26

3,7
2,85
3,68
3,55

3,7
27,0

15

3,8

0,3
0,5
0,56
0,45
0,5
1,3
0,3
0,2

91,9
82,5
84,8
87,3
80,6
97,5
56,0
9,0

36
36
38
37
42,8
94,0
29,0
12,5

44
44
41
42

51,1

78,0

34,0

12,3

6,95
7
7,05
7,01
6,8
7,3
6,1
0,2

6,54
6,68
6,65
6,63
6,6
6,9
6.4
0,1

2,00
2,00
1,94
1,97
1.8
2,0
15
0,2

Cruda: agua cruda; Potable: agua potable; UNT: unidades nefelométricas de turbidez; %Rend: porcentaje de remocién de la turbidez; pS/cm:

microSiemens / centimetro; Clz Libre: cloro libre residual; mg/L Clz: miligramos de Cloro/ Litro; DS: desviacion estandar; DS: desviacién estandar;

NM: no muestra.
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ANEXO VI. Secuencias FASTA del gen vacA de las muestras y cultivos

positivos de H. pylori

>Seql [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 4-PTAP1

CATCTGACGATTCGCGTGGAGCCAGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAACCCGGTTGTGGCCAA

>Seq2 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 5- PTAP 1

GCATCTGCATTCTCAGTACACTTGGCATTGGTGGTAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCAA

>Seq3 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 8- PTAP 1

GGATCTGGGCGATTGCGTGTAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTT
CTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTG
AGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTA
TCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCC
GCGCTTTGCCACAAACCTGTGTGCCAAT

>Seq4 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 13- PTAP 1

CATCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAAGTGTGCCA

>Seg5 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 16- PTAP 1
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TATTCGTTGCGATTGCAATGAGCCAGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTGTGTGCCA

>Seq6 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 21- PTAP 1

CATCCTTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq7 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 24- PTAP 1

GGAGCTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACC
CCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAA
CAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGT
GCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGG
CGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCA
CGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGC
ATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAGCCGAGCGATGAAG

>Seq8 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 39- PTAP 1

ACACTGAACTCTCTCTGGTCTCGCCTCTGTCCAATCAGAGATGAGCCAAATAAT
ACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGAC
AAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAAT
AGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAAGCGAGCGAAAAAGC

>Seq9 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 1- PTAP 2

TTAGACGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTT
CTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTG
AGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTA
TCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCC
GCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC
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>Seql10 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 3- PTAP 2

CTGGCTGTCTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAA
TACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGA
CAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAA
TAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGC
GGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATG
GCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATT
TGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAAACACG

>Seqll [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 4- PTAP 2

GACACATCTGTCATCACGCGAGCGAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATAA
ACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCGTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTC
AAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAG
AAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACG
GTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGA
GGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGC
GGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seql2 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 7- PTAP 2

GTCAGGCTTCTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATA
AACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTC
AAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAG
AAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACG
GTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGA
GGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGC
GGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seql13 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 8- PTAP 2

GGATCTTTGTAAGCCAGTAATTGGTGGTAGAGAAGCTTTATACCCTCCCACTCT
AATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGTGTCTTT
GCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGTTTTTTG
CGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGCGCTGTT
TTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCCTTATGTT
TATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCGCTTTGCC
ACAAATCCAGTGTGCCT

>Seql4 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 13- PTAP 2

CATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
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GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seql15 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 15- PTAP 2

TCAATTCTGACGATCGCGTGTGCCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq16 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 16- PTAP 2

CGTCGTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGGTGTGCCA

>Seql7 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 17- PTAP 2

CGGGAGCCGGATAATTATCGCCCCTCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAA
GGATAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAG
CGCTCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAA
AACAGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAG
ACACGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAG
TGGGAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCA
AAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq18 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 21- PTAP 2

ATTTTCATGCTGTGTCTGTGAACTGCCTTGATCCTGTGTGCACGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seql19 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 23- PTAP 2

AAACATGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCGT
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GTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTGT
TTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACTG
CTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTTG
AGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAAT
GTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCA

>Seq20 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 24- PTAP 2

CATCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTGT
TTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACTG
CTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTTG
AGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAAT
GTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTAGTGTGCCAAGT

>Seq21 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 38- PTAP 2

CGTTGTGTTTCTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAA
TACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGA
CAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAA
TAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGC
GGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATG
GCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATT
TGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq22 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 40- PTAP 2

TGGCCTCTTTTACTGTATCGCATCCTCCACGAGGTGGCTATAAGGATAAACCCA
ATAATACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAA
ACGACAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCAC
CCAATAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTT
TTGCGGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCT
GATGGCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGC
TCATTTGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGC
CA

>Seg23 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 4- PTAP 3

AAATCTGGACGATTCGCATGGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTT
CTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTG
AGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTA
TCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCC
GCGCTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCC
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>Seq24 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 6- PTAP 3

CCCAAGGCTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGAT
AAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCT
CAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACA
GAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACAC
GGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGG
AGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGG
CGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAATCA

>Seq25 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 7- PTAP 3

AGTCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGT
TTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq26 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 8- PTAP 3

AAGTTTTCTGGACGATACGCATGTGGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATA
CCCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGAC
AACCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGA
TTCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTT
TTGAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGT
TTATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCC
CCGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq27 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 9- PTAP 3

CATGGATGAAGCTGATTGCATATTGATGAGCCTGGCACGAATACCAGTAGGCG
TCTCTATACCCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCA
ATATTGACAACCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTG
GGTTGGATTTCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTA
CTATTGTTTTGAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGT
TACTAGGTTTATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAAT
GTTTAGCCCCGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCAA

>Seq28 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 10- PTAP 3

GATCTGGGACAGATCGCGTGTAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATT
TCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTT
GAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTT
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ATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCC
CGCGCTTTGCCACAAACCTGGTGTGCCAAT

>Seq29 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 13- PTAP 3

CCATTCTGGACGATTCGCATGTGCGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAAC
CCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACA
ACCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAAC
TTCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTT
TGACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACC
ACTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGC
GATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGGTGTGCCAAGA

>Seq30 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 16- PTAP 3

CCTCCTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCGGGTGTGGCCAA

>Seq31 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 18- PTAP 3

TGTGGCTGCTCTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAA
TACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGA
CAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAA
TAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGC
GGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATG
GCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATT
TGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAAGCGAGCGA

>Seq32 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 21- PTAP 3

AGATTTTGTTAACTTTATTCGGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCA
ATAATACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAA
ACGACAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCAC
CCAATAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTT
TTGCGGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCT
GATGGCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGC
TCATTTGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq33 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 24- PTAP 3

GTCGGGGTTCCTCTATCGCTGCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAA
TAATACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAA
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CGACAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACC
CAATAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTT
TGCGGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTG
ATGGCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTC
ATTTGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq34 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 31- PTAP 3

ACAATCTTTGCGATTGCAAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACT
TCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTT
GACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCA
CTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCG
ATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq35 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
influent water sample 38- PTAP 3

GATGATTGCCGATTGCTATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTACTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGTGTGCCA

>Seq36 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 1- PTAP 1

CGTCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCTGGTGTGCCAAC

>Seq37 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 2-DWTP1

TCTGGCTTGCTATCCCCTCCGAGGCGGTTATGAGAGTAAAACTAAAGACACCCC
TTCTCAAAACAACCCTAAAAATGATGCGCAAAAAACAGAAATTCAACCCACGCA
AGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGGCGGAAAGACACGGTTGTGAATATTTTCCAC
TTAAACACTAAAGCCGATGGCACGCTTAAAGCGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTT
AGCACGAATGCGGCTCATTTGAATATCGGCGAAGGCGGAGTCAATCTGTCCAA
TCAAGCGAGCGAACCACAAATGCCGTGTGTTAGAATATCGGCAAAGGCGGTGT
CAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGCTTTG

>Seq38 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 3- PTAP 1

219



Anexos

CCAGGGCACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATAA
ACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTCA
AAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAGA
AATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACGG
TTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGAG
GGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGCG
GTGTCAATCTGTCCATAAAGGCGAGCGA

>Seq39 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 4- PTAP 1

TATCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGT
TTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCCGGTGTGCC

>Seq40 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 5- PTAP 1

CATCCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTGGGGTGCCA

>Seq41 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 6- PTAP 1

CATCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAATCCCAGTGTGCCAA

>Seq42 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 7- PTAP 1

CGAAGTGGTTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGA
TAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGC
TCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAAC
AGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACA
CGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGG
GAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAG
GCGGTGTCAATCTGTCCAATAAAGCGAGCGA
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>Seq43 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 9- PTAP 1

CTACATCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATT
TCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTT
GAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTT
ATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCC
CGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCC

>Seg44 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 10- PTAP 1

CGTCATGGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCAA

>Seq45 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 11- PTAP 1

GCAAGGTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAGCCGAGCGACCCACGGT
G

>Seq46 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 12- PTAP 1

CATCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGT
TTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCC

>Seq47 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 13- PTAP 1

CCTCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
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GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAAGTGTGCCAAT

>Seq48 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 16- PTAP 1

GGGGATTGGTTTCTTAATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAA
TAATACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAA
CGACAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACC
CAATAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTT
TGCGGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTG
ATGGCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTC
ATTTGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq49 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 23- PTAP 1

CCTCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGGGGTGCCAATG

>Seq50 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 24- PTAP 1

GATCGTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCC

>Seq51 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 2- PTAP 2

AAAACTGATTGCATAGTACAATTGACATTGTTGGTAGAGAAGCTTTATACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGT
TTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq52 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 3- PTAP 2
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CCAGGGCACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATAA
ACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTCA
AAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAGA
AATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACGG
TTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGAG
GGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGCG
GTGTCAATCTGTCCATAAAGGCGAGCGA

>Seq53 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 4- PTAP 2

TATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCTGGTGTGCCAAT

>Seq54 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 6- PTAP 2

CGTCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCC

>Seq55 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 7- PTAP 2

TCCTAGCTAAGCGTGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTCCCAC
TCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCGTGTC
TTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTGTTTT
TTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGCGCT
GTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCCTTAT
GTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCGCTTT
GCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq56 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 9- PTAP 2

CATCATTGCCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCAATCA
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>Seq57 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 11- PTAP 2

CATCCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCAA

>Seg58 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 12- PTAP 2

CGCCCGGCTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGA
TAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGC
TCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAAC
AGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACA
CGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGG
GAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAG
GCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq59 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 13- PTAP 2

AGGTTCTTTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAAC
CCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACA
ACCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAAC
TTCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTT
TGACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACC
ACTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGC
GATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq60 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 15- PTAP 2

CATCATGCCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGTGTGCCAA

>Seq61 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 16- PTAP 2

CGGGAAGTTTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATA
ATACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACG
ACAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCA
ATAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTG
CGGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGAT
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GGCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCAT
TTGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq62 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 17- PTAP 2

ACTTTTTCAATCTTCATACCGACCTCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGG
ATAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCG
CTCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAA
CAGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGAC
ACGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTG
GGAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAA
GGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq63 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 23- PTAP 2

CGTCGTTGGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACT
TCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTT
GACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCA
CTTTGAGAAGGGGTATTATTGTGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCG
ATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq64 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 24- PTAP 2

GCGAGGCTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAAT
ACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGAC
AAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAAT
AGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq65 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 31- PTAP 2

CAACGTCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACAC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACT
TCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTT
GACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCA
CTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCG
ATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq66 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 2- PTAP 3

GATCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
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TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq67 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 3- PTAP 3

GGAAGGGCTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGA

TAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGC

TCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAAC

AGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACA

CGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGG
GAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAG
GCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAAGCGAGCGAGCCTAGCCTCCAGTGTGCCAT

GCCA

>Seq68 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 4- PTAP 3

CGTCCTTTGCCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTT
CTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTG
AGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTA
TCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCC
GCGCTTTGCCACAAACCCGGTGTGCCC

>Seq69 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 6- PTAP 3

ACCTGCTACTTATCGCCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATA
AACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTC
AAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAG
AAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACG

GTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGA
GGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGC
GGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGCCA

>Seq70 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 7- PTAP 3

CATCCGTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCCTTTGCCACAAACCCGGGGTGCCAA
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>Seq71 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 9- PTAP 3

CCCAGGCTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGATA
AACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCTC
AAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACAG
AAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACACG
GTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGGA
GGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGGC
GGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGAAGA

>Seq72 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 10- PTAP 3

AATTCCCTTGCGATTGCATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCCAA

>Seq73 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 11- PTAP 3

ACCAGGCTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAGCGAGCGAACAT

>Seq74 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 16- PTAP 3

AGAGGTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACC
CCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAA
CAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGT
GCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGG
CGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCA
CGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGC
ATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAAGCGAGCGAGTAGC

>Seq75 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 25- PTAP 3

CCTTCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
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TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCCAAT

>Seq76 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 26- PTAP 3

AATCCGTTGCTGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCCA

>Seq77 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
effluent water sample 31- PTAP 3

ACCAGGCTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAAT
ACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGAC
AAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAAT
AGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAAGCGAGCGAATCA

>Seq78 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 3- PTAP 1

GATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq79 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 18- PTAP 1

CGAGTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACCC
CTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAAC
AAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGTG
CGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGGC
GGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCAC
GATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCA
TATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGACC

>Seq80 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 21- PTAP 1

CTAACATCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAAC
CCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACA
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ACCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAAC
TTCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTT
TGACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACC
ACTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGC
GATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq81 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 22- PTAP 1

CCTCATGGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCGGGTGTGCCAAC

>Seq82 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 24- PTAP 1

CACTTCTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATAC
CCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAA
ACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAG
TGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGG
GCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGC
ACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTG
CATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAAGCGAGCGA

>Seq83 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 26- PTAP 1

CAGATCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGTGTGCCAA

>Seq84 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 3- PTAP 2

AATCATTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT

CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCCGTGTGCCCAA

>Seq85 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 6- PTAP 2
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CGATGCTGATAGATCGTGCGTGCCAGCATTGGTGGTAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq86 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 7- PTAP 2

CATCATTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGGTGTGCCA

>Seq87 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 16- PTAP 2

CCATCATTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCACGGGTGCCAAGT

>Seq88 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 17- PTAP 2

GGCAGTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATAC
CCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAA
ACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAG
TGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGG
GCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGC
ACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTG
CATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAGGCGAGCAGAGCCA

>Seq89 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 21- PTAP 2

CCTCCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTGTGTGCCAAC
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>Seq90 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 22- PTAP 2

TTTAGTCGTGCGCTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq91 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 53- PTAP 2

AATTCGTGGGGCTTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCCA

>Seq92 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 3- PTAP 3

TTTAATCTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATT
TCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTT
GAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTT
ATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCC
CGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCA

>Seq93 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 4- PTAP 3

AATCCGTGTGGCTTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seq94 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 7- PTAP 3

CCCCTTCCAACCTTATCGCCCTCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGAT
AAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCT
CAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACA
GAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACAC
GGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGG
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AGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGG
CGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seq95 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 10- PTAP 3

TGACCAAAGTCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTA
TACCCTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTG
ACAACCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTG
GATTTCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTG
TTTTGAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAG
GTTTATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAG
CCCCGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGC

>Seq96 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 13- PTAP 3

GAGGGTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATAC
CCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAA
ACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAG
TGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGG
GCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGC
ACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTG
CATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCACAAAGCCCGAGCGAGATA

>Seq97 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 16- PTAP 3

AGTCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCC

>Seq98 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 21- PTAP 3

CCGAGGTTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAAGCGAGCGA

>Seq99 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 22- PTAP 3

AAATCTTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
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GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCAA

>Seq100 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 24- PTAP 3

GCAGTACTTATCGCTCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACCC
CTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAAC
AAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGTG
CGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGGC
GGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCAC
GATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCA
TATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAGCCGAGCGAGCCAGT

>Seql101 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 26- PTAP 3

CGTCATGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTGT
TTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACTG
CTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTTG
AGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAAT
GTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGGTGTGCCCA

>Seql102 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 45- PTAP 3

GGATGCTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAAGGCGAGCGATAGAGC

>Seql103 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture influent water sample 50- PTAP 3

CATCATGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAAGTGTGCCCA

>Seql104 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 3- PTAP 1
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GATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCTG
TTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAGC
GCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATCC
TTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGCG
CTTTGCCACAAACCAGTGTGCCA

>Seql105 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 6- PTAP 1

CGATCCTTTGCGAATGCAAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATT
TCTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTT
GAGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTT
ATCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCC
CGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seql106 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 14- PTAP 1

GCGTACTTATCGCTCCTCCAGAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACCCC
TTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAACA
AGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGTGC
GCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGGCG
GCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGA
TTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATA
TCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAGGCGAGCGA

>Seql107 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 15- PTAP 1

CATCTTGCCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCGGGGTGCCAGA

>Seq108 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 18- PTAP 1

AATCATTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT

CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCCGTGTGCCCAA
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>Seq109 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 21- PTAP 1

AATCATTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCCCA

>Seq110 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 22- PTAP 1

AGATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCA

>Seql111 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 24- PTAP 1

GCCAGGCTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAAT
ACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGAC
AAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAAT
AGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATAAAAGCGAGCGAGTAGC

>Seql112 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 26- PTAP 1

TGTCCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCGGTGTGCCA

>Seq113 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 43- PTAP 1

CGGTCTACTTCTACGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
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CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAAGCGAGCGA

>Seq114 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 3- PTAP 2

GATCGTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTTCT
GTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTGAG
CGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTATC
CTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCCGC
GCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCA

>Seq115 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 4- PTAP 2

AATCGTTTGACGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTATACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGATCAATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCAGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGGATTT
CTGTTTTTTGCGCGCTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTGTTTTG
AGCGCTGTTTTGTTGGTTGTTGTTAGCATTATTTTGCGTGGTGTTACTAGGTTTA
TCCTTATGTTTATCCTTATAACCGCCTTCTGGAGGGGCGATAATGTTTAGCCCC
GCGCTTTGCCACAAACCAGTGTGCCA

>Seql116 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 14- PTAP 2

GGAGGGTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAGGCGGAGCAAAAGA

>Seq117 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 15- PTAP 2

CGTCCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCC
TCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAAC
CGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTT
CTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTG
ACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCAC
TTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGA
TAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCAGTGTGCCCAT

>Seql118 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 18- PTAP 2

GCTCCTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
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TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCAGGTGTGCCAGGA

>Seq119 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 23- PTAP 2

CATTTTCGGTTATCGCTCTCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATACC
CCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAAA
CAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGT
GCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGGG
CGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGCA
CGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGC
ATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGAGGAC

>Seql120 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 24- PTAP 2

AGACGGCTCTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATA
CCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACA
AACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATA
GTGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCG
GGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGG
CACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTT
GCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCATAAAAGGCGAGCGAAACA

>Seql121 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 29- PTAP 2

CCTCCATGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTGGTGTGCCAAG

>Seql122 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 3- PTAP 3

CTGCTTTCTACTTATCGCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAGGAT

AAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGCGCT

CAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAAACA
GAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGACAC

GGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGTGGG
AGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAAAGG
CGGTGTCAATCTGTCCAATAAAGCGAGCGAACGA

>Seql123 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 4- PTAP 3
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AAAGAGGTTGCGCTTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACT
TCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTT
GACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCA
CTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCG
ATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC

>Seql24 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 6- PTAP 3

GGCCTTTTCTTTCTTATCGCCCCTCCAGAAGGCGGTTATAAGGATAAACATAAG
GATAAACCTAGTAACACCACGCAAAATAATGCTAACAACAACCAACAAAACAGC
GCTCAAAACAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAGCGCGCAAAAA
ACAGAAATCCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCTGGCGGCAAAGA
CACGGTTGTCAATATTGATCGCATCAACACTAACGCTGATGGCACGATTAGAGT
GGGAGGGTATAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTGCATATCGGCAA
AGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCGA

>Seql125 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 14- PTAP 3

CCTCATGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCTCC
CACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCGT
GTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTGT
TTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACTG
CTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTTG
AGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAAT
GTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCTAGTGTGCCCATCTG

>Seql126 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 16- PTAP 3

CATCATTGCCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGGTGTGCCA

>Seql127 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 18- PTAP 3

CATCCATTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC

GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC

TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT

TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA

ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCCCGTGTGCCCCA
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>Seq128 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 23- PTAP 3

CCTCGTTGCGAATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAGAGAAGCTTTAAACCCTC
CCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACCG
TGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCTG
TTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGACT
GCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTTT
GAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATAA
TGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGTGTGCCAAC

>Seq129 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 24- PTAP 3

CGTCGTTGCGATATGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAACCGGGTGTGCCA

>Seq130 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 26- PTAP 3

TAGTATTATTTACTTTTCGCTCCTCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAA
TACCCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGA
CAAACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTACCCCACCCAA
TAGTGCGCAAAAAACAGAAGTTCACCCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGC
GGGCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATG
GCACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATT
TGCATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAATCAAGCGAGCG

>Seq131 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 28- PTAP 3

AGGATCGTTGCGATTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACC
CTCCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAA
CCGTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACT
TCTGTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTT
GACTGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCA
CTTTGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCG
ATAATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCCA

>Seq132 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 29- PTAP 3

CAGGCTACTTATCGCTCCTCCAGAAGGTGGCTATAAGGATAAACCCAATAATAC
CCCTTCTCAAAGTGGTGCTAAAAACGACAAAAATGAAAGCGCTAAAAACGACAA
ACAAGAGAGCAGTCAAAATAATAGTAACACTCAGGTCATTAACCCACCCAATAG
TGCGCAAAAAACAGAAGTTCAACCCACGCAAGTCATTGATGGGCCTTTTGCGG
GCGGCAAAGACACGGTTGTCAATATCAACCGCATCAACACTAACGCTGATGGC
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ACGATTAGAGTGGGAGGGTTTAAAGCTTCTCTTACCACCAATGCGGCTCATTTG
CATATCGGCAAAGGCGGTGTCAATCTGTCCAACAAAGCGAGCGA

>Seq133 [organism=Helicobacter pylori] vacA gen, partial sequence, isolated
culture effluent water sample 38- PTAP 3

CCTTGTCTGTGTGTGCAATGAGCCGCATTGGTGGTAAGAGAAGCTTTAAACCCT
CCCACTCTAATCGTGCCATCAGCGTTAGTGTTGATGCGGTTGATATTGACAACC
GTGTCTTTGCCGCCCGCAAAAGGCCCATCAATGACTTGCGTGGGTTGAACTTCT
GTTTTTTGCGCACTATTGGGTGGGTTAATGACCTGAGTGTTACTATTATTTTGAC
TGCTCTCTTGTTTGTCGTTTTTAGCGCTTTCATTTTTGTCGTTTTTAGCACCACTT
TGAGAAGGGGTATTATTGGGTTTATCCTTATAGCCACCTTCTGGAGGAGCGATA
ATGTTTAACCCGGCGCTTTGCCACAAATCCAGTGTGCC
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1. Introdwction

Helirobacter pylori is a patho genic bacierium which colonizes nman
Fasiric muoesa, and is known io affert > 5% or the world popolation
(Azz et al, 2015 Fheanles o al, 2011; ISEPA, 20052, 201 5b) Ac-
cording to Hool =tal (2017) there wene approximately 4.4 billion in-
dividuals with H pylor infection worldwide in 2015 Prevalence s
highest in Africa {79.1%), Latin America and the Carbbean (63.8%],
and Asia (547%]). In contrast, HF prevalmce is lowest in Northem
America (37.1'%) and Oceamia (24 #%). In Colombia, 77-80% of the
population i infeded {(Camprrano-Maya ot al | AP Infecbon with
this bacterinm hes bemn amocisted with the development of chronic
gasirith, peptic nlcer disssse, atrophic gastrits, intestinal metaplasia, B
cell MALT hmphoma and gastric adenocarcinoma (Badeert =t al,
2016} In 1994, H. pylori wes classified 25 2 Group 1 cancinogen by the

e Commpadicy e st B &
4B Vet Spuin
Emal addneas oo e o (. More).

https //d0| orq/lO 1016/| ||heh 2018.04.010.
dfam 12

]MW‘ ool mmmmm

WHO hiermational Agency for Research on Cancer {Inemational
Agency for Ressarch on Cancer (AR, 1994) The cliniral oobeome of
H. pylori infection has been associated with the presence of specific H.
Pylon vimlenee facioms, including cyininxin-associated gene A (CagA)
and the vacudlating cytobodn (WacA) (Winter =t 2l, 2014)% The Va-
cunlating cytoboxin A secreded by H. pylon enhances the ahility of the
banteria to ool onize the stomach and contribotes to the patho genesis of
gasiric adennancinoma and peptic oloer diseses

Curently, the rouie of tesmission of H. pylond rensins onclear,
evidenoe supporting both the foral-oal and oml-oral rowte (Loa =t al,
201 6. Several anthors have suggesied thet fecal-oral isnm=miesion oc-
owrs through drinking water supplies, groundwater, receational wa-
ters, freshwaters siremms, and estuary and marine wasters oontminated
by sewage (Carhone =t al, 2006; Cellini =t al, Xd; Conschi =t al,
201 5 Magari- Hirart et al, X4 ; Moreno et al , 2005 Santiago o al,

of Wil Exvisomenial Eopimacing Babia, Ed 85, Accsio B, Fines 3, Unfwesid e Polsbenion de Vallnds, Camtno de Ve am,

April M Aeeepeed ¥ Apel TR


https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2018.04.010

Anexos

ANEXO VIII. Formato de Cadena de Custodia - DM-LIAL-F024

Pontificia Universidad

coolco: DM-LTAL-F 024

@i JAVERIANA WERSION: 03
\.ﬁ?ﬁ;{ﬂg"\—; Bogotk

LABORATORIO DE

AGUAS ¥ LODOS

CADENA DE CUSTODIA

INDICADORES DE CALIDAD DE VIGENTE: 2013-02-01

ZONADE MUESTREO |

CODIGO DE
DIRECCION TOMA MUESTRA | MUESTRA
NOMBRE SOLICITANTE |
EMPRESA | CODIGO INTERNO
E-MAIL EMPRESA |
INFORMACION DE LA MUESTRA
TIPO DE Agua Potable Agua Residual | Lodo | | Biosolido | | Suelo | | Vegetales |
MUESTRA Otro Cual:
Fecha: Hora: | Muestra: Puntual Compuesta |
Numero de recipientes: | | Contramuestra: | Si | No

Dosificaciones: (Cantidad y frecuencia de aplicacién de reactivos que se utilicen para la potabilizacién o mantenimiento del agua de piscina o tratamiento de aguas residuales. Se
deben informar en unidades de masa (g, mg, kg etc.) o volumen (L, mL,ul etc).

El andlisis lo solicita directamente la empresa o un tercero. Cuél ?

Descripcién climéatica: (Hace referencia a la temperatura, al registro o no de precipitaciones (lluvia) y a la radiacién solar en el lugar de muestreo. Cuando aplica )

Responsable Toma de Muestra: (En caso de que la cadena de custodia sea enviada via mail, la firma debe ser electrénica o escaneada)

Nombre: Cédula:
Entidad: Teléfono:
Cargo: Movil:
Firma e Identificacion:
Recepcion de la muestra
Nombre: Temperatura de Conservacion:
Fecha: Hora: Muestra Conforme:
Firma e Identificacion
ANALISIS A REALIZAR
Microbiolégicos
Coliformes Fecales Salmonella spp.
Numero Mas Probable NMP | Filtracion por Membrana Numero Mas Probable NMP |
Escherichia coliy Coliformes Enterococos Clostridium
totales
Filtracion por Membrana Filtracion por Membrana Filtracion por Membrana
Fagos Somaticos Fagos F Especificos Fagos Bacteroides fragilis
Recuento de Giardia spp y Cryptosporidium spp | | Huevos de Helminto
Bioensayos
Hydra attenuata Daphnia magna Eisenia foetida
Lactuca sativa Selenastrum spp Vibrio fischeri
Observaciones:
NOTA: Favor diligenciar todos los espacios del presente formato.

En caso excepcional coloque la palabra NO APLICA

Lacadenade custodiadebe llegar con lamuestrao ser enviada al laboratorio antes que éstallegue, de lo contrario NO SE RECIBIRA LA

MUESTRA

Carrera 72 43-82, Edificio Angel Valtierra S,J. (51). Laboratorio 235. Telefono 3208320 ext. 4156 6 4165, Bogota D.C —Colombia
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